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Zusammenfassung 


Literatur 


I. Einleitung 


Methylrot nimmt unter den Vitalfarbstoffen eine Sonderstellung ein. Es 
ist zwar ein saurer Farbstoff, verhalt sich aber in mancher Hinsicht wie ein 
basischer. Dies betont schon Drawert (1941), der vor allem auf folgende 
Unterschiede hinweist: 1. Wahrend saure Farbstoffe im allgemeinen sehr 
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Jlangsam aufgenommen, dann aber sehr stark festgehalien werden und eine 
verhiltnismaBig geringe cH-Abhangigkeit zeigen, wird das saure Methyl- 
rot neben wenigen anderen sauren Farbstoffen ganz wie die basischen Farb- 
stoffe rasch aufgenommen, ist leicht auswaschbar und der Farbeerfolg zeigt 
grofe cH-Abhiangigkeit. 


2. Wahrend saure Farbstoffe zum Unterschied von den basischen im allge- 
meinen von den Wundrandzellen (Drawert arbeitete mit Allium cepa 
und Bliitenblattern von Chrysanthemum) nichi oder nur wenig gespeichert 
werden, wird Methylrot reichlich gespeichert und verhilt sich hierin also wie 
ein basischer Farbstoff (S. 45). 


3. Im Gegensatz zu .,den basischen zeigen die sauren Farbstoffe keine ein- 
wandfreie Parallele zwischen der Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln 
und der Aufnahme durch die gerbstofffreie lebende Zelle* (S. 45). Methyl- 
rot verhalt sich auch in diesem Punkt wie die basischen Farbstoffe 
(S. 55). 

Als saurer Farbstoff liegt Methylrot in sauren Lésungen in molekularer 
Form vor (Halbwertsstufe bei pH 4,88), in neutralen und alkalischen Lésun- 
gen aber dissoziiert: Methylrot wird daher (wie auch die anderen sauren 
Farbstoffe) nur aus sauren Lésungen gespeichert, die basischen Farbstoffe 
hingegen, entsprechend ihren Dissoziationsverhaltnissen, aus alkalischen, 
nicht aber aus sauren Lésungen. 


Seit langer Zeit wird Methylrot wohl im Laboratorium als Saure-Basen-Indi- 
kator viel verwendet. nicht sehr haufig aber bei Vitalfarbungsversuchen. Carter 
(1953) hat Methylrot zur Vitalfarbung von Protozoen verwendet. Conn (1953) 
charakterisiert daher Methylrot .as vital stain for protozoa“ (S. 265). Einen Uber- 
blick iiber die bislang in der Vitalfarbung pflanzlicher Zellen mit Methylrot 
erzielten Ergebnisse gibt Drawert (1941). Rhode (1917) versuchte durch Vital- 
farbung mit Methylrot die Reaktion des Zellinnern festzustellen. Schaede (1924) 
erreichte mit Methylrot bei Allium cepa eine Vitalfarbung. Cytoplasma und Kern 
der Oberepidermis der Schuppenblatter farbten sich gelb: in der Unterepidermis 
farbte sich das Protoplasma gelb, die Vakuole rot. Bailey und Zirkle (1931) 
konnten feststellen, daB bei manchen Baiumen in den meristematischen Zellen, deren 
Protoplast mehrere Vakuolen aufweist, einige Vakuolen Methylrot speichern, andere 
aber ungefarbt bleiben. Auch Yamaha und Nomura (1939) erreichten bei 
Allium cepa in der Oberepidermis der Schuppenblatter Vakuolen- und Plasma- 
farbung. Chambers und Kerr (1932) verwendeten Methylrot fiir ihre Injek- 
tionsversuche. Drawert (1941) selbst erzielte mit Methylrot bei pH 2,1 bis 6,5 
gelbe Kern- und Cytoplasmafarbung in der Oberepidermis der Schuppenblatter 
von Allium cepa, in der Unterepidermis violettrote Vakuolenfarbung. In Methy]l- 
rotlésungen iiber pH 7.5 blieb die Oberepidermis farblos, in der Unterepidermis 
zeigten nur noch einige Wundrandzellen schwache Vakuolenfairbung. In den 
Bliitenblattern von Chrysanthemum leucanthemum und Philadelphus coronarius 
war bei pH 2.1 bis 6,5 starke Vakuolenfarbung mit violettem Farbton zu 
beobachten, iiber pH 7.5 nur noch in einzelnen Zellen schwache Vakuolenfarbung 


(S. 39). 


Weitere Literatur, insbesondere iiber Anfarbung des Zellkernes mit Methylrot, 
findet sich bei Becker (1936). 





Vitalfarbestudien mit Methylrot 
II. Farbstoff, Methodik, Material 


Methylrot ist ein karbonsaurer Farbstoff mit der Summenformel 
C,,H,.N,O, (Conn 1953, S. 84). Weil aber die Farbsaéure im kalten Wasser 
unldéslich ist (vgl. Schaede 1923), wurde in dieser Arbeit das leicht lés- 
liche Natriumsalz verwendet, und zwar das Fabrikat der Firma Merck: 
Methylrot, wasserléslich (p-Dimethyl-amino-azobenzol-o-carbonsiure Na- 
triumsalz). 


CH oe a 
seg, OD ce ne OY a 
ee a oe ae 


COONa 


Methylrot hat also aufer der sauren Carboxylgruppe auch eine basische 
Aminogruppe: daraus erklart sich wohl die Sonderstellung dieses Farb- 
stoffes bei Vitalfarbungsversuchen. 

Auch Drawert (1941) verwendete bei seinen Versuchen das wasser- 
lésliche Natriumsalz (Merck). Er hat den Farbstoff genauer untersucht und 
gefunden, da er in Chloroform bei pH 2.1 bis 5,5 quantitativ orangefarbig 
léslich ist, bei pH 6,5 zum gréBten Teil, bei pH 8,0 im Verhaltnis 1:1 und 
iiber pH 95 zum kleineren Teil. Ein Zusatz von Diamylamin bedingt keine 
Anderung der Léslichkeit; Olsiure dagegen begiinstigt die Léslichkeit in 
der organischen Phase. 

Kolthoff und Menzel (1931) geben fiir Methylrot als Umschlags- 
intervall pH 4,4 bis 6.2 an; im sauren Bereich ist die Farblésung rot, im 
alkalischen gelb. Nach Kiister-Thiel (1955) liegt die Halbwertstufe 
(bei Ionenstairke 0,5) bei pH 4,88. Das Molekulargewicht betragt 291,1. 
Weitere Angaben iiber Methylrot findet man bei Palitsch (1911), Rupp 
(1915), Schultz (1931), Thiel und DaBler (1923). Letztere fiihren an 
(S. 1667), da Methylrot aufer dem Farbumschlag von Gelb nach Rot noch 
einen zweiten Umschlag in stark sauren Lésungen von kraftigem Rot nach 
einem blafroten, deutlich abweichenden Farbton zeigt. Wegen der Lage 
dieses zweiten Umschlagbereiches (Umschlagsmitte bei pH 2,3) im stark 
sauren Bereich kommt er fiir physiologische Versuche wohl kaum in Betracht. 

In der vorliegenden Arbeit wurde Methylrot in Konzentrationen 1 : 1000 
bis 1 : 100.000 verwendet. Die Farblésungen wurden mittels Phosphatpuf- 
ferung (saure Stufen nach Strugger 1949, alkalische nach Kinzel 
1954) auf die entsprechenden pH-Werte gebracht. Die bei den Versuchen 
angegebenen pH-Werte der Farblésungen besagen nur, daf sie nach den 
allgemeinen Arbeitsvorschriften hergestellt worden sind; wenn sie (mit 
Glaselektrode) gemessen wurden, ist dies eigens vermerkt. Der Farbton der 
Stammlésung 1 : 1000 (gelést in Aqua dest.) ist rot, jener der Farblésungen 
1: 10.000 (Phosphatpufferung) in 50 cm3-Flaschchen bei pH 3,1 und 4,8: rot 
(der Farbstoff fallt zum Teil aus), bei pH 6,4: rotorange, bei pH 7,1: gelb- 
orange, bei pH 7,5: orangegelb, bei pH 8,3 bis 11,2: gelb. 

Bei den folgenden Versuchen wurden die Objekte zum Vergleich meist 
mit Rhodamin B, einige Male auch mit Methylorange gefarbt. Der basische 
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Farbstoff Rhodamin B wurde in der Vitalfarbung so oft beschrieben, dal 
sich hier nahere Angaben eriibrigen (Lit. siehe bei Strug ger 1938, 1949: 
Drawert 1939, 1956: Harms 1957). 


Cc 
FOL OS™, 


HCH /N/\ re a /AHy—CHy 
\N O N 


H,C—H,C’ ~ \cCH,—CH, 


Rhodamin B (n. Karrer 1950) 


Methylorange ist im Gegensatz zu Methylrot ein sulfosaurer Farb- 
stoff: beide sind Azofarbstoffe mit sehr ihnlicher Strukturformel: 


eo ey awe 
il ae 


Methylorange, p-Dimethylaminoazobenzol-p-sulfosiiure, Na-Salz. Summen- 
formel: C,,H,,O,N,S Na. Molekulargewicht 327. Léslich in Wasser zu 0.5%, 
in Alkohol zu 0.08%. Umschlagsintervall: pH 3,0—4,4 (Kolthoff und 
Menzel 1931. Conn 1953, Wiercinski 1955, Harms 1957). Ver- 
wendet wurde ein Fabrikat der Firma Merck. Der Farbton der Stammlésung 
1: 1000 (gelést in Aqua dest.) ist rot, jener der Farblésung 1 : 10.000 (Phos- 
phatpufferung) wie folgt: pH 2.38: rot (Farbstoff fallt zum Teil aus, triib): 
pH 3.1: rot: pH 3.95: rotorange: pH 4.8 bis 11.2: gelborange. 


Bei meinen Versuchen konnte ich feststellen, da Meth ylrot fiir die 
Pflanzenzelle ein verhaltnismafBig unschadlicher Farbstoff ist. So konnte 
bei Spirogyra auch nach lingerem Liegen in der Methylrotlésung noch 
Plasmastrémung beobachtet werden. Gewéhnlich diente Plasmolyse mit 
Traubenzucker und Deplasmolyse als Lebensreaktion. Eine Hyazinthe wuchs 
in einer Methylrotlésung 1 : 100.000 (gel. in Aqua dest.) fast genau so gut 
wie in dest. Wasser. Auch Maiskeimlinge gediehen in einer Methylrotlésung 
nicht sehr viel schlechter als in dest. Wasser (vgl. Abb. 1). Zwei Exemplare 
von Salvinia auriculata mit je 6 Schwimmblattern hatten nach zwei Wochen 
in einer Methylrotlésung 1 : 100.000 (gelést in Aqua dest.) 8 bzw. 12 Blatt- 
chen. im Kontrollversuch in dest. Wasser freilich nach der gleichen Zeit 
insgesamt 14 und 22 Blattchen. 

Die Versuchspflanzen wurden hauptsachlich in der Umgebung Wiens 
und bei Exkursionen in die Alpen gesammelt. Mehrere Objekte stammiten 
aus dem Glashaus des Pflanzenphysiologischen Instituts. 

Die Versuche mit Spirogyra wurden mit den Arten varians (Hass.) 
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Kiitzing und crassa Kiitz.1 sowie mit mehreren nicht fruchtenden Arten 
durchgefiihrt, die nicht bestimmt werden konnten. Sie werden deshalb hier 
kurz beschrieben und zur Unterscheidung durch Buchstaben gekennzeichnet. 


Abb. 1. Hyazinthen und Mais: links in Methylrot 1 : 100.000 (gelést in Aqua dest.), 
rechts in dest. Wasser. 


Spirogyra A: Vegetative Zellen 27—28 w breit. 115—240 uw lang: mit Quer- 
wandfalten:; einbandrig, locker gewickelt, 3—9 Windungen 
(konnte spater als Spg. Weberi Kiitz. bestimmt werden). 

Spirogyra B: Zellbreite 30 u. Zellange 41—82 uw: einbindrig, 2—3 eng ge- 
wickelte, steile Windungen. 

Spyrogyra C: 38—39 w breit, 44—110 uw lang: einbandrig, 1 4—4 Windungen. 

Spirogyra D: 27—28 uw breit, 400—450 1 lang: mit Querwandfalte, ein- 


bandrig, 7—10 Windungen. 


Spirogyra E: 22 breit. 110—160u lang: einbandrig, 4—6 Windungen. 


1 Da Spirogyra crassa in der Bestimmungsliteratur nicht einheitlich beschrieben 
ist. wurde mit den Originalexsiccaten von K iit zing 1843 (Herbarium. Mus. Hist. 
Natur. Vindob.: Kryptogamen-Exsiccaten-Herbarium Nr. 98) und mit Original- 
priparaten von Stockmayer., die im Wiener Pflanzenphysiologischen Institut 
aufbewahrt werden, verglichen. Das Herbarmaterial von 1843 lieB selbst noch die 
bevorzugte Starkespeicherung kopulierender Zellen erkennen (vgl. H6fler 1933). 
Unser Material (gesammelt von Dr. E. L. Fetzmann aus einem Gartenteich in Méd- 
ling) hatte folgende Mafe: Zellbreite 152—135 «, Zellinge 120—275 «, 9—11 Chloro- 
plasten mit 0.5—1.5 Windungen: leiterférmige Kopulation., kopulierende Zellen nicht 
aufgetrieben. Zvgoten 194—235 « lang. 108—140.« breit. In den vegetativen Zellen 
haufig kleine, sternférmige Kristalle. 
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Spirogyra F: 24 « breit. 190—316 u lang: mit Querwandfalie. einbandrig, 
6—10 Windungen. 

Spirogyra G: 60 uw breit. 85—225 « lang. 

Spirogyra H: 52—53 uw breit, 80—150 uw lang: 2—4bandrig, 1%—2% eng- 
gewickelte Windungen. 

Die Spirogyren wurden gesammelt in Laab im Walde bei Wien (in 
einem Bombentrichter sowie in einem Wiesentiimpel [Spg. A, B, C, D, FE]). 
in Moosbrunn (Spg. var.), im SchloBteich zu Laxenburg (Spg. G) und in 
der Alten Donau in Wien (Spg. H). 

Die Meeresalge Laurencia obtusa verdanke ich Herrn Prof. Dr. Karl 
Hofler. der diese Alge im Mai 1958 von einer Griechenlandreise aus 
Mykonos nach Wien brachte (vgl. Diannelidis und Héfler 1959). 


III. Untersuchungen an Spirogyra 


In einer Methylrotlésung 1 : 1000 (gelést in Aqua dest.) farbt sich Spiro- 
gyra varians sehr rasch an. Zuerst erscheint der ganze Faden zart rosa ge- 
farbt, bald treten dann rote Kriimel auf, und in wenigen Minuten sind 
die Zellen dicht mit rotvioletten Kriimelaggregaten erfiillt. In den ersten 
Stadien der Anfarbung macht das Material noch einen durchaus gesunden 
Eindruck. die Zellen zeigen noch Plasmastrémung und sind gut plasmoly- 
sierbar. Eine Anfarbung der Zellwand konnte nicht beobachtet werden. 

Bei diesem orientierenden Versuch drangen sich zunachst drei Fragen 
auf: Wie verhalten sich andere Spirogyra-Arten bei der Anfarbung durch 
Methylrot? Sind die violetten Kriimelaggregate im Zellsaft oder im Plasma 
lokalisiert? Entstehen diese Kriimel im Verlaufe des Versuches oder sind 
sie die angefarbten, schon vorher vorhandenen Teilchen? 

Durch genaue Beobachtung des Anfarbevorganges und durch Experi- 
mente soll die Beantwortung dieser Fragen versucht werden. 

Im AnschluB daran wird die pH-Abhangigkeit und die Festigkeit der 
Methylrotspeicherung sowie ihre Abhangigkeit vom Gerbstoffgehalt der 
Spirogyra-Zelle behandelt. 


1. Anfarbung der Spirogyra-Zelle durch Methylrot 


Bringt man einige Faden von Spirogyra varians in eine Methylrotlésung 
1: 5000 (gelést in Aqua dest.), so beobachtet man nach 3—3 Minuten im 
Plasma rotviolette Kriimel. die bei der Plasmabewegung mitgeschleppt 
werden. Bei langerer Anfarbedauer (10 bis 20 Minuten) kleben diese Kriimel 
allmahlich zu Aggregaten, zu sogenannten Dendriten zusammen und werden, 
wenn sie gréBere Gebilde geworden sind, von der Plasmastrémung nicht 
mehr mitgenommen, héchstens gelegentlich ein kleines Stiickchen weiter- 
gezogen. AuBer diesen Kriimeln im Plasma erscheinen auch im Zellsaft 
kleinste, an der Sichtbarkeitsgrenze liegende Teilchen, die im Verlaufe der 
Anfarbung an Zahl und Volumen zunehmen und schlieBlich ebenfalls zu 
Dendriten zusammentreten, die zuerst rotviolett. bei langerer Anfarbe- 
dauer, also bei reichlicher Farbsitoffspeicherung, blauviolett erscheinen. Die 
im Zellsaft im Verlaufe der Anfarbung entstehenden Kriimel zeigen zuerst 
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lebhafte Brownsche Bewegung — sie sind daran leicht von den Kriimeln im 
Plasma zu unterscheiden —, kommen aber durch den Zusammenschlu® zu 
Dendriten allmahlich ganz zur Ruhe (Abb. 2). 

Eine andere Art (Spirogyra B, vgl. S. 469) zeigte nach der Anfarbung ein 
ganz auhnliches Bild: blauviolette Kriimelaggregate, die teils im Plasma 
teils in der grofen Vakuole liegen. 

Bei Spirogyra A dagegen traten nur im Plasma wenige. zarte Kriimel 
auf, die auch bei langerer Anfarbedauer rotviolett blieben: Kriimel im Zell- 
saft waren hier nicht zu beobachien. 


Abb. 2. Spirogyra varians, gefairbt mit Methylrot; im oberen Faden beginnende 
Kriimelfallung, im untersten (am AuBenrand der Watte liegenden) Faden aus- 
gebildete ..Dendriten* (Kriimelaggregate). 


Diese beiden Ariten zeigten auch Unterschiede in der Ge- 
schwindigkeit der Anfarbung. In Methylrot 1 : 5000 (gelést in 
Aqua dest.) zeigte Spirogyra B nach 3 Minuten bereits reichlich blauviolette 
Kriimelaggregate, wahrend Spirogya A noch ungefarbt erschien und erst 
nach 10 Minuten die wenigen zarten Kriimelaggregate zu beobachten waren. 

Bei Spirogyra varians und anderen untersuchten Arten (A, B, G, D, 
”, F, vgl. S. 469) verkleben im Verlaufe der Anfarbung (bei den angefiihrien 
Arten in 3 bis 10 Minuten, bei Spirogyra C nach etwa 45 Minuten) die 
Kriimel zu Dendriten. Eine Ausnahme bildete Spirogyra H, bei der die 
rotvioletten Teilchen im diffus hellrot gefarbten Zellsaft wohl allmahlich 
etwas gréBer wurden, aber nicht zur Ruhe kamen, sondern in lebhafter 
Brownscher Bewegung blieben und sich auch bei langerer Anfarbezeit nicht 
zu Dendriten vereinigten. 

Mehrere Arten (Spirogyra varians, C, B, G) zeigten am Beginn der 
Anfarbung leichte, rétliche diffuse Zellsaftfarbung. von der aber nach Aus- 
bildung der Kriimelaggregate nichts mehr zu sehen war, Nur bei Spiro- 
gyra H blieb die Diffusfarbung erhalten, so daf die violett gefarbten 
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Partikel im heller und diffus gefarbten Zellsaft lagen. Einmal fand ich bei 
Spirogyra varians einige Faden mit rhizoidartigen Auswiichsen, in denen 
sehr deutlich sowohl rotviolette Kriimel als auch hellrote diffuse Zellsaft- 
farbung zu erkennen war. In anderen Fallen ist freilich infolge der dichten 
Kriimelspeicherung nicht mit Sicherheit zu entscheiden, ob neben der 
Kriimelspeicherung auch diffuse Zellsaftfairbung vorhanden ist. 

Bei den bisher genannten Arten waren die einzelnen Zellen eines Fadens 
meist gleichmafig angefarbt. Nicht selten beobachtet man aber unterschied- 
lich angefarbte Zellen nebeneinander im gleichen Faden, Besonders ausge- 
pragt zeigte dies Spirogyra crassa, bei der die kopulierenden Zel- 
len ungefarbt blieben oder nur ganz vereinzelt einige gefarbte 
Kriimel aufwiesen, die nicht kopulierenden Zellen des gleichen Fadens hin- 
gegen reichliche Kriimelbildung in der Vakuole und in einzelnen Zellen 
auferdem auch diffuse Zellsaftanfarbung erkennen lieBen (Farbtafel Fig. 1). 
Das Material zeigte auch schén die von H 6 f ler (1933) beschriebene Starke- 
speicherung kopulierender Zellen. 

Diese Beobachtung bei Spirogyra crassa legt den Gedanken nahe, dal 
auch die bei den einzelnen Arten von Spirogyra beobachteten Unterschiede 
in der Methylrotanfarbung nicht nur artspezifischer Natur sind, sondern 
zum Teil auch vom physiologischen Zustand abhangen. Es sei hier bereits 
erwahnt, dafi — wie spater gezeigt werden kann — die Anfarbung der 
Spirogyra-Zelle vom jeweiligen Gerbstoffgehalt sehr abhangig ist. 

Bei der Beobachitung des Anfarbevorganges von Spirogyra varians hat 
man den Eindruck, daf die violetten Kriimel teils im Plasma, teils in der 
groBen Vakuole liegen. Folgende Versuche verstarken ihn. 

Verschiedene Spirogyra-Arten werden in einer Methylrotlésung ange- 
farbt, bis sie Kriimelaggregate zeigen. Dann wird geeignete (0.6 bis 
2 molare) KCNS-Lésung durchgesaugt. Dadurch wird das Plasma rasch ge- 
tétet, in vielen Zellen aber iiberdauern Tonoplastenkugeln. Bei allen unter- 
suchten Arten ist jetzt deutlich zu sehen, daf violette Kriimel auferhalb 
der Tonoplasten im getéteten Cytoplasma und an den Chlorophyllbandern 
liegen. Die Vakuolen der iiberdauernden Tonoplasten aber zeigen bei den 
einzelnen Arten ein verschiedenes Bild: Bei Spirogyra A ist die Tonoplasten- 
vakuole ungefarbt, bei den Spirogyren E, B, H diffus hellrot oder prachtig 
dunkelrot. bei Spirogyra varians sind im eingeengten Zellsaft, der diffus 
rot gefarbt ist, auch Kriimel, bei Spirogyra G nur Kriimel. aber keine dif- 
fuse Anfarbung (vgl. Abb. 3 und Farbtafel Fig. 2). 

Dieses Ergebnis stimmt mit meiner Beobachtung iiberein, die fiir Spiro- 
gyra A eine Lokalisation der Kriimel nur im Plasma. fiir Spirogyra 
parians und die Arten B. E. H. G aber sowohl im Plasma als auch im 
Zellsaft ergab. 

Beilaufig sei erwahni. daB die verschiedenen Arten gegeniiber KCNS 
deutliche Resistenzunterschiede zeigten. Ofter konnte auch beobachtet wer- 
den, daB sich die Tonoplasten nicht zur Kugel rundeten, sondern Zwangs- 
formen zeigten, die ihnen von den umgebenden gequollenen toten, offen- 
bar sehr steifen Plastiden aufgepragt worden waren. 

Zur Frage der Lokalisation der Kriimel sei noch angemerkt. daf auch 
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‘ig. 1. Spirogyra crassa, gefarbt mit Methylrot; in den kopulierenden Zellen bil- 
den sich keine violetten Kriimel. 


‘ig. 2. Spirogyra sp., gefarbt mit Methylrot, hierauf mit KCNS behandelt: Tono- 
plastenbildung. 


‘ig. 3. Spirogyra sp., gefarbt mit Methylrot, hierauf mit Koffein behandelt; die 
Kriimel dadurch zu tiefroten Kugeln umgewandelt. 


‘ig. 4. Primula Clusiana, Blattflachenschnitt, gefarbt mit Methylorange; besonders 
das Blattparenchym gut angefirbt. 


ig. 5. Plagiochila asplenioides, Olkérper und Membranen mit Methylrot angefarbt. 
mit Traubenzucker plasmolysiert. 


Fig. 6. Primula Clusiana, Blattepidermis. gefarbt mit Methylrot. 


Mikrofarbphotographien von Dr. W. Url (auf Kodachrome-Kunstlichtfilm). 
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andere Autoren zu analogen Ergebnissen kamen. Schon P fe f fer (1886) 
erreichte mit Methylorange bei Spirogyra eine roétliche Anfarbung des 
Zellsaftes und einen feinkérnigen Niederschlag. Czaja (1936) und 
E. Huber (1955 b) fanden bei ihren Farbeversuchen mit Toluidinblau und 
Neutralrot sowohl im Plasma als auch in der Vakuole gefarbte Partikel. 
Hoéfler und Schindler (1955) arbeiteten mit Rhodamin B und be- 
obachteten einerseits Kriimelbildung im Zellsaft und Koérnchenanfirbung 
im Plasma ohne Diffusfirbung der Zellsaéfte, andererseits .schéne und 
starke Diffusfarbung der Zellsafte* (S. 181). Waldheim (1956) hingegen 











Abb. 3a, b. Spirogyra spp., gefarbt mit Methylrot, hierauf mit KCNS behandelt: 
der Inhalt der iiberdauernden Tonoplasten ist + rot .gefarbt. 


ist der Meinung, daB die Kriimelaggregate in rhodamin-B-gefarbten S pi- 
rogyra-Zellen ausschlieBlich im Plasma liegen. Kinz el (1959) berichtet zu 
dieser Frage, daB bei der Anfarbung mit Neutralrot Kriimel im Plasma 
und meist auch im Zellsaft aufscheinen. 

Sind nun die violetten Kriimel blo® die angefarbten Kérnchen (Kiigel- 
chen). die schon in der ungefarbten Zelle vorhanden waren, oder entstehen 
sie erst im Laufe des Anfarbeprozesses? 

Hier gilt es. zweierlei zu unterscheiden: a) Die Kriimel im Zellsaft der 
groBen Vakuole enistehen neu. Dies ist deutlich wahrend des Anfarbevor- 
ganges zu sehen. Zunachst erscheinen in grofer Zahl winzig kleine lebhaft 
wimmelnde, an der Sichtbarkeitsgrenze liegende Kriimel, die bald gréfer 
werden. meist zu Dendriten verkleben und dann in Ruhe sind. Solange 
der AnfarbeprozeB dauert, entstehen neben den bereits gebildeten gréReren 
Kriimeln immer wieder neue kleine. b) Schwieriger ist die Frage bei den 
Kriimeln im Plasma. Schon in der ungefarbten Spirogyra-Zelle (z. B. bei 
Spirogyra varians) sieht man im Plasma deutlich winzige Gebilde, .,Kiigel- 
chen“ (Kinzel 1959) oder .Koérnchen* (Czurda 1937, S. 39). fiir die 
Kinzel (1959) GréBen von etwa 0.3.4 bis 0.6 gemessen hat. Bei der 
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mikroskopischen Beobachtung kann man nicht sicher feststellen, ob diese 
winzigen Gebilde feste Kérnchen von unregelmaBiger Gestalt oder sehr 
kleine fliissige Trépfchen sind. Manche sind anscheinend in Ruhe, viele aber 
werden von der lebhaften Plasmastrémung mitgefiihrt. Ich konnte Zellen 
beobachten, in denen diese Gebilde nicht nur im Wandplasma, sondern auch 
in der Kerntasche waren und in den Plasmastrangen vom Wandplasma zur 
Kerntasche entlang wanderten (vgl. auch die Beobachtungen von Eibl 
1940, Kopetzky-Rechtperg 1935, Pringsheim 1881, van Wis- 
selingh 1909). 

Es ist freilich schwer, die Wanderbewegung eines solchen Kérnchens zu 
verfolgen und durch Beobachtung festzustellen, ob die violetten Kriimel mit 
diesen ungefarbten Kérnchen identisch sind. Darauf weist auch Kinzel 
(1959) bei seinen Untersuchungen mit Neutralrot hin: Da sich ein indivi- 
duelles ,Kiigelchen’ aber kaum iiber langere Strecken verfolgen laBt, so ist 
es schwer zu sagen, ob sich wirklich die .Kiigelchen’ anfarben oder aber die 
gefarbten Gebilde durch den Farbstoff aus dem Plasma ausgefallt werden.“ 

Anderseits konnte ich in der methylrotgefarbten Zelle (z. B. bei den 
Spirogyren A, B) neben den violetten Kriimeln keine ungefarbten Kérnchen 
oder Kiigelchen mehr finden. Dies spricht doch sehr dafiir. dafB die Kriimel 
die angefarbten Kornchen sind. AuBerdem hatte ich bei der Beobachtung 
der Anfarbung immer wieder den Eindruck, da tatsachlich die K6rnchen mit 
Methylrot anfarben. eine Zeitlang auch noch mit der Plasmastrémung mit- 
gefiihrt werden und erst spater zu Dendriten verkleben und damit zur 
Ruhe kommen. 


2. Versuche zur Feststellung der pH-Abhangigkeit der 
Methylrot-Speicherung in der Spirogyra-Zelle 


Als Versuchsobjekt bei folgenden vier Versuchen diente Spirogyra 
varians. Die Versuche fanden im November 1957 staitt. 

a) Methylrotlésung 1 : 100.000 (Phosphatpufferung). Diese geringe Konzen- 
tration hat den Vorteil, da die diinne Schicht Farblésung zwischen Ob- 
jekttrager und Deckglas nicht mehr gefarbt erscheint. Bei héheren Kon- 
zentrationen fallt bei pH 3,1 und 4.8 etwas Farbstoff aus. 

Anfarbedauer 20 Minuten. 

Ergebnis: 

Der erste Eindruck ist ein recht buntes Bild, da nicht alle Faden und nicht 
alle Zellen in einem Faden gleich stark angefarbt erscheinen. In manchen 
Zellen sind rotviolette, in anderen blauviolette Kriimelaggregate zu sehen. 
Ahnliches Farbebild wie bei pH3.1, nur ist die Farbung einheitlicher, 
d.h., alle Zellen eines Fadens haben gleichma8ig violett gefarbte Kriimel- 
aggregate. 

Die meisten Zellen sind nicht angefarbt. Nur wenige Zellen haben violette 
Kriimel. Diese sind in lebhafter Brownscher Molekularbewegung. 

Keine Anfarbung. 

Keine Anfarbung. 

Keine Anfarbung. 

Methylrotliésung 1 : 100.000. 

Farbedauer 90 Minuten. 
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Da bei einer Farbedauer von 20 Minuten im alkalischen Bereich keine Anfar- 
bung erzielt werden konnte, lie® ich bei der Wiederholung des Versuches die Spiro- 
gyra 90 Minuten in der Farbliésung. 
Ergebnis: 

pH3.1: Ungefahr das gleiche Farbebild wie bei Versuch a). Alle Zellen haben 
reichlich Farbstoff gespeichert. In den Zellen rot- bis blauviolette Kriimel- 
aggregate. 

pH 4,8: Anfarbung wie bei pH3.1. 

pH 6,1: (gemessen mit Glaselektrode.) Viele Zellen sind nicht angefiarbt. Nur in 
einzelnen Zellen sieht man rote Kriimel. Manche Zellen erscheinen leicht 
rotlich diffus angefarbt. 

pH 6.4: Keine Anfarbung. 

pH6.8: Keine Anfarbung. 

pH7.1: Keine Anfarbung. 

Wiahrend also auch nach 90 Minuten Fiarbezeit im neutralen und alkalischen 
Bereich keine Anfarbung beobachtet werden konnte. war bei pH 3.1 nicht erst nach 
90 Minuten, sondern bereits nach 5 Minuten Farbedauer reichliche Kriimelspeiche- 
rung zu sehen. 

c) Methylrotlésung 1 : 10.000. 
Farbedauer 2 Stunden. 

Im folgenden Versuch wurde die Anfarbedauer auf 2 Stunden verlangert und 
die konzeniriertere Farblésung 1 : 10.000 verwendet. um vielleicht doch auch bei 
héheren pH-Werten Anfiarbung zu erzielen, 

Ergebnis: 
Aqua dest. (pH 5.6—6.0): sehr starke Kriimelspeicherung. 
pH 6.4: Sehr starke Kriimelspeicherung. 
pH6,8: Sehr starke Kriimelspeicherung. 
pH7.1: Viele Zellen nicht angefarbt. Manche Zellen erscheinen schwach rotlich 
diffus angefarbt. In einzelnen Zellen auch violette Kriimelspeicherung. 
Leitungswasser (pH 7,5—7,8): Keine Anfarbung. 
Standortwasser: Keine Anfarbung. 
pH 8.3: Keine Anfarbung. 
pH 11,2: Keine Anfarbung. 
d) Methylrotlésung 1 : 10.000. 


Farbedauer 35 Stunden. 
Ergebnis: 

Aqua dest.: Sehr starke Kriimelspeicherung (Dendriten). 

pH 6.4: Sehr starke Kriimelspeicherung (Dendriten). 

pH6.8: Sehr starke Kriimelspeicherung. Nur einige Faden sind etwas schwacher 
angefarbt. 

pH7.i: In allen Zellen Kriimelspeicherung. Die Kriimelaggregate erscheinen nicht 
mehr dunkel blauviolett, sondern hell rotviolett. 

Leitungswasser: Keine Anfarbung (nur an einer einzigen Stelle sind die Faden- 
enden ganz leicht rétlich gefarbt). 

Standortwasser: Keine Anfarbung. 

pH8,.3: Keine Anfarbung. 

pH 11.2: Keine Anfarbung. 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 iibersichtlich zusammengestellt. 
Eine Reihe weiterer Versuche iiber die Abhangigkeit von der Anfarbungs- 
zeit sind in den Tabellen 2a und 2b zusammengefaBt. Sie zeigen die Ver- 
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hiltnisse bei verschiedenen Konzentrationen der Methylrotlésung, und zwar 
sowohl bei Kurz- als auch bei Langfarbung. 

Meine Versuchsergebnisse mit anderen Spirogyra-Arien (B, E, F) stim- 
men mit denen bei Spirogyra varians weitgehend iiberein. 

Diese Versuche in Farbbadreihen gestufter Wasserstoffionenkonzentra- 
tion zeigen, daB die Spirogyra-Zelledensauren Farbstoff 
Methylrot sauren Lésungen gut und 
speichert, aus alkalischen aber nicht. 


aus au fnimmt 


Tab. 1. Anfaérbung der Spirogyrazelle in Methylrot. Umschlagsbereich pH 4,4—6.2; 
Halbwertstufe bei 4.88. Ubersichtliche Darstellung der Ergebnisse der Versuche a 


bis d. 





Versuch 


b : d 





: 100.000 1 : 100.000 1: 10.000 1: 10.000 
Farbedauer 20 Min. 90 Min. 2 Stunden 5 Stunden 
peli 2 ww ts — _ - = 
[i de. — _ _ _ 


Standortwasser . . — mes Le Ph 


Konzentration . 


Leitungswasser 
(pH 7,5—7,8) 
pH 7,1. 
pH 6,8 . 
pH 6,4. 


pH 6,1 . 


Aqua dest. (5,6— 6,0 


pH 4,8 . 
pH 3,1. 


+ - 
a 
+++: 


keine Anfarbung 

geringe Speicherung 
reichliche Speicherung 
sehr reichliche Speicherung 


Die basischen Farbstoffe (z. B. Toluidinblau) dagegen werden nur im 
alkalischen Bereich gut aufgenommen, wie aus der Tabelle 3 zu ersehen ist 
(vgl. auch z.B. E. Huber 1955 b) 2. 


Diese Ergebnisse waren zu erwarten, denn sie entsprechen genau der 
Theorie. da Farbstoffe nicht in dissoziiertem Zustand, sondern nur in 
molekularer Form permeieren kénnen. Demnach kénnen die basischen Farb- 
stoffe (z. B. Toluidinblau) im alkalischen Bereich permeieren und gespeichert 


> Daf aus sauren Lésungen. wo im Farbbad wohl praktisch keine undissoziier- 
ten Molekiile mehr anzunehmen sind, nach langerer Versuchsdauer doch noch eine 
leichte Anfarbung zustande kommt, mag damit zusammenhangen, daf die an der 
Zellwand elektroadsorptiv angereicherten Ionen eine Entladung erfahren, worauf 
ein entsprechend kleiner Aniteil ungeladener Molekiile den Eintritt in die Zelle 
auf dem Lipoidweg findet (vgl. E. Huber. die zur Zeit an diesbeziiglichen Unter- 
suchungen arbeitet). 
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Tab. 2. Anfarbung der Spirogyra varians in Methylrot. Vergleich zwischen Kurz- 
und Langfairbung. Auch bei 20stiindiger Firbezeit iiber pH 7.1 keine Anfarbung. 
—=keine Anfairbung, + = Kriimelspeicherung. 

a) Methylrotlésung 1 : 100.000 





Farbedauer 








b) Methylrotlésung 1 : 10.000 





Farbedauer 


20’ 90’ 





6,4. 
Gl. 
4,8. 
3,1. 


Tab. 3. Spirogyra varians, zum Vergleiche angefarbt in Toluidinblau und Methylrot. 





Toluidinblau Methylrot 
1: 10.000 1: 10.000 


Min. 20 Min. 10 Min. 20 Min. 





keine Kriimelspeicherung. 
Kriimelspeicherung. 
+++ = reichliche Kriimelspeicherung. 


Die Membranfarbung mit Toluidinblau ist in der Tabelle nicht beriicksichtigt. 
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werden; der saure Farbstoff Methylrot dagegen liegt im sauren Bereich 
in molekularer Form vor, er wird also gerade aus sauren Lésungen von 
Spirogyra gut gespeichert. In alkalischen Lésungen aber ist er praktisch 
vollstandig dissoziiert, infolgedessen kann er hier nicht permeieren und nicht 
gespeichert werden. Die Verschiebung der Anfarbungsgrenze um 1 pH-Siufe 
bei einer Steigerung der Konzentration von 1 : 100.000 auf 1 : 10.000 ent- 
spricht genau der Theorie. (In der Lésung liegen naimlich bei pH 6,1 und 
Konzentration 1 : 100.000 genau so viele undissoziierte Farbmolekiile vor wie 
bei pH 7.1 und Konzentration 1 : 10.000.) 


3. Methylrotspeicherung und Gerbstoffgehalt 


Die Speicherung basischer Farbstoffe beruht haufig auf dem Gerbstoff- 
gehalt der Pflanzenzelle. Gerbstoff enthalt auch die Spirogyra-Zelle, wie 
schon van Wisselingh (1915) nachgewiesen hat. 

Die folgenden Versuche zeigen, da auch die Speicherung des sauren 
Farbstoffes Methylrot durch die Spirogyra-Zelle auf deren Gerbstoffgehalt 
zuriickzufiihren ist. 


A. Versuchsreihe mit Spirogyra varians 


a) Durch eine 1%ige Koffeinlésung entsteht in Spirogyra varians der 
charakteristische Gerbsioffniederschlag: zahlreiche kleine Kiigelchen, die 
sich zunachst in lebhafter Brownscher Bewegung befinden. Allmahlich aber 
kommen sie zur Ruhe: sie sinken auf den Boden der Vakuole, liegen dort 
dicht neben- und aufeinander und behalten trotz der gegenseitigen Be- 


riihrung ihre kugelige Form. 

Saugt man jetzt Methylrotlésung 1: 1000 (gelést in Aqua dest.) unter 
dem Deckglas durch, so farbt sich der Koffein-Gerbstoff-Niederschlag. und 
nur dieser, elektiv rot an. 

b) Farbt man umgekehrt zuerst Spirogyra varians mit Methylrot und 
bringt sie dann in eine 1 %ige Koffeinlésung, so wandeln sich die violetien 
Dendriten (Kriimelaggregate) zunachst rasch in traubige Gebilde und 
schlieBlich innerhalb weniger Minuten in gréfere und kleinere diffus- 
dunkelrote Kugeln um (Abb. 4 und Fartafel Fig. 3). Meist bilden sich je 
Zelle zwei bis drei gréfere Kugeln und mehrere kleine und kleinste Kiigel- 
chen. Gelegentlich, jedoch selten, kommt es nicht zur Ausbildung von Kugeln, 
sondern es bleiben langgestreckte. tiefrote, biskottenartige Gebilde in der 
Zelle. 

Wird nun mit 0,8 mol Traubenzucker plasmolysiert, so beobachtet man 
haufig Zellen mit Teilprotoplasten, die durch eine Plasmabriicke verbunden 
sind, in der ebenfalls die roten Kugeln liegen (Abb. 4 e). 

Verbleiben die Faden in der farbstofffreien Koffeinlésung, so entweicht 
der Farbstoff aus den Kugeln nach einiger Zeit. Gleiches vollzieht sich auch 
nach Ubertragung in reines Wasser. 

Bei vielfacher Wiederholung dieser Versuche konnte ich feststellen, daB 
bei Koffeinbehandlung nur dann die eben geschilderte Kugelbildung auf- 
tritt, wenn die Spirogyra-Zelle gesund ist. In geschadigten Zellen treten 
Nekroseformen auf. 





Abb. 4a—e. Spirogyra spp., gefarbt mit Methylrot, hierauf mit Koffein behandelt; 

die Kriimel haben sich dadurch zu tiefroten Kugeln umgewandelt; bei e mit Trau- 

benzucker plasmolysiert; auch in der Plasmabriicke zwischen beiden Teilproto- 
plasten liegen die Farbkugeln. 
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c) Spirogyra-Watte (Spirogyra varians) wird 2 bis 3 Minuien lang in 
eine Methylrotlésung 1: 1000 (gelést in Aqua dest.) gelegt. Nach dieser 
Kurzfarbung hat man alle Grade der Anfarbung, stark, schwach und gar 
nicht angefarbte Zellen, weil der Farbstoff zu den einzelnen Faden der 
dicht gelagerten Watte verschieden guten Zutritt hat. Setzt man jetzt 1%ige 
Koffeinlésung zu, so zeigt sich folgendes: 

aa) In den stark angefiarbten Spirogyra-Fiaden sind die Kriimelaggregate 
umgewandelt in schéne, tiefrote, diffus gefarbte Kugeln und Kiigelchen, 
aber von einem farblosen Koffein-Gerbstoff-Niederschlag ist nichts zu sehen. 

bb) Die nicht angefarbten Spirogyra-Zellen zeigen die bekannte farb- 
lose Koffein-Gerbstoff-Fallung. aber keine gefarbten Kugeln. 

cc) Die schwach angefarbien Spirogyra-Zellen zeigen sowohl farblosen 
Koffein-Gerbstoff-Niederschlag als auch rote Farbkugeln. Diese sind aller- 
dings meist nicht so grof wie bei den stark angefarbten Zellen unter aa). 
Zwei bis drei Kugeln mittlerer GréRe und viele kleine und kleinste sind 
hier die Regel. 

Bei dem eben geschilderten Versuch wurde das Nebeneinander von gar 
nicht gefarbten, von schwach und stark angefarbten Faden bei Kurzfarbung 
einer gréReren Spirogyra-Watte erzielt. Verschieden stark angefarbte 
Spirogyra-Faden erhalt man auch durch Anfarbung in Methylrotlésungen 
(1 : 10.000) von verschiedenen pH-Werten, da bei héherem pH die Spei- 
cherung wesentlich langsamer erfolgt als bei niedrigerem. Die Spirogyra 
blieb 2 Stunden in den Farblésungen. Bei pH 6,4 konnte dann wie er- 
wartet sehr intensive dunkelblauviolette Kriimelspeicherung festgestellt 
werden; ebenso bei pH 6,8. Bei pH 7.1 war schon viel weniger gespeichert. 
Die Spirogyra, die in der Farblésung pH 8.3 war. zeigte keine Anfarbung. 
Es wurde dann 1%ige Koffeinlésung zugesetzt. In den nicht gefarbten 
Spirogyra-Zellen zeigte sich nur der farblose Koffein-Gerbstoff-Nieder- 
schlag. Die in Methylrot pH 6,4 und 688 stark angefarbte Spirogyra hatte 
schéne rote Kugeln, aber keine farblose Gerbstoff-Fallung. Die in Methylrot 
pH 7.1 schwiacher angefarbten Spirogyra-Fiaden hatten sowohl farblose 
Koffein-Gerbstoff-Fallung als auch Farbkugeln. 

Aus diesen Versuchen geht wohl eindeutig hervor, da die Kriimel- 
bzw. Dendritenspeicherung durch eine Reaktion des Spirogyra-Gerbstoffes 
mit dem Methylrot zustande kommt. 


B. Versuchsreihe mit anderen Spirogyra-Arten 

a) Spirogyren A und B (vgl. S. 469) werden zu Vergleichszwecken mit 
Methylrot angefarbt. Spirogyra A zeigt auch bei langerer Farbezeit nur 
ganz wenige blafrotviolette Kriimel im Plasma, wahrend bei Spirogyra B 
die zunachst auch blafrotvioletten Kriimel durch weitere Farbstoffspeiche- 
rung dunkelblauviolett erscheinen und die Zellen aussehen, als hatte man 
sie mit Farbstoffkriimeln geradezu vollgestopft. 

Werden die beiden Arten (ungefarbt) in eine 0.1%ige Koffeinlésung ge- 
brachi, dann zeigen sie folgende Reaktionen: Bei Spirogyra A tritt der 
Gerbstoffniederschlag nicht so rasch auf wie bei Spirogyra B, die Trépf- 
chen bleiben kleiner und sind nicht so zahlreich. Dadurch wird erwiesen, 
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daf ein Zusammenhang zwischen Methylrotanfarbung und Gerbstoffgehalt 
der beiden Spirogyra-Arten besteht. 

b) Ebenso zeigt Spirogyra E bei der Anfarbung mit Methylrot sehr viele 
und dunkelblauviolett gefarbte Kriimel, Spirogyra F weniger, Spirogyra D 
noch weniger und nur zarte, blafrotviolett gefarbte Kriimel. Die Behand- 
lung der ungefarbten Spirogyren E, F, D mit Koffeinlésung ergibt analog 
fiir E starken, fiir F schwacheren, fiir D noch geringeren Gerbstoffnieder- 
schlag. 


Abb. 5a, b. Spirggyra crassa, gefiirbt mit Methylrot. In den kopulierenden Zellen 

bilden sich keine violetten Kriimel, in den anderen Zellen erfolgt reichliche Kriimel- 

speicherung. a Einstellung auf Kriimel in der Vakuole; b Kriimel im Plasma im 

Mikroskop scharf eingestellt. An den Kopulationsschlauchen viele Mikroorganismen, 

hingegen keine Epiphyten an den durch Schleimumhiil!ung geschiitzten anderen 
Stellen. 


c) Kénnte man aus den Versuchen a) und b) die verschiedene Anfarbung 
allein auf artspezifische Unterschiede im Gerbstoffgehalt zuriickfiihren, so 
zeigen Beobachtungen bei kopulierender Spirogyra crassa, da in bestimm- 
ten Fallen die physiologische Verschiedenheit der Zellen den Ausschlag fiir 
die verschiedene Anfarbung gibt. In den nicht kopulierenden Zellen bilden 
sich bei Farbung mit Methylrot die charakteristischen Kriimel und Dendriten: 
die kopulierenden Zellen farben sich iiberraschenderweise nicht an. Nur 
ausnahmsweise findet man auch kopulierende Zellen mit einzelnen ge- 
farbten Kornchen im Plasma und wenigen violetten Kriimeln in der 
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Vakuole. Man kénnte etwa zunichst denken, die kopulierenden Zellen seien 
fiir den Farbsioff impermeabel geworden und deshalb unterbleibe die An- 
firbung, zumal Anderungen des Protoplasmas in kopulierenden Zellen be- 
kannt sind, wie z. B. die Erhéhung der Plasmaviskositat (Weber 1924, 
1925). Bringt man aber die Spirogyra in eine Koffeinlésung, so sieht man 
in den nicht kopulierenden Zellen den charakteristischen Koffein-Gerbstoff- 
Niederschlag, wahrend die kopulierenden Zellen davon véllig oder doch 
weitgehend frei bleiben. Ein fiir die Purinbase Koffein undurdchlassiges 
Plasma ist aber nicht bekannt. Die Nichtanfarbung kopulierender Zellen 
hat also ihre Ursache im fehlenden Gerbstoffgehalt (Abb. 5). 

Ob auch die als Kérnchen oder Kiigelchen beschriebenen Teilchen im 
Plasma der Spirogyra-Zelle als Gerbstoffgebilde aufgefaRt werden diirfen, 
ist wohl nicht so leicht zu entscheiden. Kinz el (1959) halt eine Homologie 
zwischen den ,,Kiigelchen* bei Spirogyra und den ,,Gerbstoffblaschen* bei 
Zygnema und Mougeotia nicht fiir unwahrscheinlichh. Nach Klercker 
(1888, zit. bei Molisch 1923, S. 403) entstehen diese .Gerbstoffblaschen* 
im Plasma zuerst in Form fester Kérnchen, die sich spater in eine Vakuole 
umwandeln (vgl. auch N. Pringsheim 1881). Auch mit Methylrot farben 
sich diese Gerbstoffblaschen bei Zygnema und Mougeotia sehr rasch elektiv 
an, sie sind in ihrer Farbbarkeit wie Spirogyra pH-abhangig und ihre An- 
farbung laBt sich sehr leicht auswaschen. 

Das Verhalten von Spirogyra-Zellen bei Doppelbehandlung mit Koffein 
und Vitalfarbstoffen wurde im Wiener Pflanzenphysiologischen Institut 
zuerst von Dr. E. M. Pecksieder beobachtet, die aber ihre Versuche 


nicht verdffentlicht hat. Einige einschlagige Erfahrungen finden sich weiter 
in der ungedruckten Dissertation von Waldheim (1956). Auf die Ver- 
suche von F lasch (1956) kommen wir zuriick. 


4. Die Festigkeit der Methylrotanfarbung in der 
Spirogyra-Zelle 


Als ich bei meinen Versuchen einmal bemerkte. daf sich gefarbie 
Spirogyren im Standortwasser in wenigen Minuten entfarbt hatten, nicht 
aber in einer Pufferlésung von pH 3.95, untersuchte ich im folgenden Ver- 
such die Festigkeit der Methylrotanfarbung eingehender. 

Spirogyra varians wurde in eine Methylrotlésung 1 : 10.000 (pH 6.4) 
30 Minuten lang eingelegt. Nachdem ich mich iiberzeugt hatte, daB die 
Spirogyra-Faden tatsachlich gut angefarbt waren, iibertrug ich sie in farb- 
lose Puffer von verschiedenen pH-Werten: 


Puffer pH 11.2: Spirogyra entfarbt sich fast augenblicklich. 
Puffer pH8.3: In wenigen Minuten ganz entfarbt. 
Leitungswasser (pH 7.5—7.8): nach 30 Minuten entfarbt. 
Puffer pH 6.4: Nach 45 Minuten ganz entfarbt. 
Aqua dest. (pH 5.6—6.0): Nach 45 Minuten teilweise entfarbt; am nachsten Tag 
(nach 20 Stunden) ganz entfarbt. 
In Puffer pH 3.1: Nach 45 Minuten nicht merklich entfarbt. nach 20 Stunden ganz 
entfarbt. 
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Bei der Wiederholung des Versuches blieb Spirogyra varians 6 Stunden 
in der Farblésung. Auch nach dieser intensiven Anfarbung entfarbte sie 
sich restlos, allerdings nicht so rasch; z.B. waren die Faden, die ich in 
dest. Wasser iibertragen hatte, nach 2 Stunden erst zu 30% entfarbt. Nach 
15 Stunden aber erschienen alle Zellen véllig farbstofffrei. Bei der Ent- 
farbung tritt der Farbstoff in das Wasser bzw. in die Pufferlésungen iiber, 
die sich dadurch rot bzw. gelb farben. 

Nicht nur Spirogyra varians, auch alle anderen von mir untersuchten 
Arten entfarbten sich in ahnlicher Weise; die einzelnen Arten zeigten aller- 
dings Unterschiede in der Geschwindigkeit der Entfarbung. 

Nach Drawert (1941) verhalt sich Methylrot in mancher Hinsicht wie 
ein basischer Farbstoff. Auch ich konnte feststellen, daB z. B. Verlauf und 
Art der Anfarbung der Spirogyra-Zelle durch Methylrot und Rhodamin B 
tatsichlich weitgehend iibereinstimmen. Durch beide Farbstoffe entstehen 
in der Spirogyra-Zelle violette Kriimelaggregate, die kaum zu unterscheiden 
sind. Um so bemerkenswerter ist es, daB in der Festigkeit der Farbstoff- 
bindung zwischen beiden Farbstoffen ein grofer Unterschied besteht. Wah- 
rend sich die mit Methylrot gefarbte Spirogyra-Zelle rasch und leicht ent- 
farbt, laBt sich, wie schon Waldheim beobachtet hat, die rhodamin- 
gefarbte Spirogyra-Zelle nicht entfarben. Auch Flasch (1956), die solche 
Entfarbungsversuche auf breiter Grundlage angestellt hat, konnte fest- 
stellen, da® aus gerbstoffhaltigen Zellen die Rhodamin-B-Kriimelspeicherung 
nicht auswaschbar ist, hingegen leicht aus den gefarbten Zellen vieler ande- 
rer Objekte. Ich konnte durch meine Versuche diese Beobachtungen von 
Waldheim und Flasch bestatigen. In Rhodamin B angefarbte 
Spirogyren lieBen sich auch durch tagelanges Liegen in den Pufferlésungen 
(pH 3.1 und 4,8) und in Leitungswasser nicht entfarben. 

Die geringe Festigkeit der Methylrotanfarbung in der Spirogyra-Zelle 
und besonders die rasche Entfarbung im alkalischen Milieu gehen wahr- 
scheinlich darauf zuriick. daf® die Bindung des Methylrot an die Gerbstoffe 
bedeutend lockerer ist als die des Rhodamin B und anderer basischer 
Vitalfarbstoffe. 

Den Mechanismus der Anfarbung der Spirogyra-Zelle kénnte man sich 
etwa folgendermafen vorstellen. Im Zellsaft der Spirogyra-Zelle liegt der 
Gerbsioff in einer kolloidalen Lésung vor und ist daher auch nicht sichtbar. 
Die Kolloidteilchen tragen gewohnlich in wafriger Lésung eine elektrische 
Oberflachenladung, die das Zusammentreten der Teilchen, die Fallung, ver- 
hindert. Der in die Vakuole permeierende Farbstoff Methylrot tritt in 
molekularer Form ein; da aber Farbstoffmolekiile meistens gelockerte 
Elektronen enthalten (vgl. z. B. Breusch 1954), kann man annehmen, 
daB auch die Methylrotmolekiile noch Restaffinitaten haben, Sie kénnen 
daher an der Oberflache der Kolloidteild:en adsorbiert werden. Dadurch 
werden aber die elektrischen Verhialtnisse der Kolloidteilchen geandert 
und die Kolloide zum Zusammentreten zu gréBeren Teilchen, zur Ausfal- 
lung. gebracht. Diesen Vorgang beobachten wir im Mikroskop als Ent- 
stehung der Farbkriimel in der Vakuole. Nach diesem Erklarungsversuch 
entsprache die Bildung der Farbkriimel in der Vakuole der Ausflockung 
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oder Koagulation des kolloidal gelésten Spirogyra-Farbstoffes. So wire 
ohne weiteres verstandlich, daf{ immer neue Kriimel erscheinen, die zu- 
nachst winzig klein sind, dann gréfer werden und schlieBlich miteinander 
zu Dendriten verkleben. Der Vorgang geht so lange weiter, bis der gesamte 
kolloidal geléste Gerbstoff ausgefallt ist. In gerbstoffarmen Spirogyra- 
Zellen werden wenig Kriimel entstehen, in gerbstoffreichen Zellen aber 
viele und intensiv gefarbte. 

Die Moglichkeit zu einer Entfarbung ist dadurch gegeben, daB die 
Bindung des Methylrot an den Gerbstoff ja keine absolute ist. Es kommt 
vielmehr zu einem Gleichgewicht zwischen gebundenem und freiem Farb- 
stoff, wobei das Gleichgewicht sehr stark zugunsten des gebundenen Farb- 
sioffes liegen wird. Das frei vorliegende Methylrot wird nun in die Aufen- 
lésung abdiffundieren, wenn ein entsprechendes Konzentrationsgefialle be- 
steht, d. h. die AuBenlésung farbstofffrei ist. Aus dem Gleichgewicht zwi- 
schen gebundenem und freiem Methylrot wird das letztere so lange nachge- 
liefert. bis die Zelle entfarbt ist. Bei saurer Reaktion der Aufenlésung, 
wenn also das Methylrot aufen in permeierfahiger Form verbleibt, wird 
der Vorgang dann zum Stillstand kommen, wenn die Aufenkonzentration 
an Methylrot gleich der Konzeniration an freien Methylrotmolekiilen in 
der Zelle wird. Bei alkalischer Reaktion der Aufenlésung hingegen werden 
die abdiffundierenden Methylrotmolekiile in lonen verwandelt, die nicht 
permeierfahig sind. Dadurch bleibt das Konzentrationsgefalle dauernd hoch 
und die Zelle entfarbt sich rasch und vollstandig. 


IV. Methylrotspeicherung in Vakuolen héherer Pflanzen 
1. Formen der Anfarbung 

Wie bei den zur Vakuolenfarbung meist angewandten basischen Farb- 
stoffen beobachtet man auch bei dem sauren Farbstoff Methylrot verschie- 
dene Formen der Anfarbung. 

a) Dif fuse violettrote Vakuolenfarbung konnte ich z. B. bei folgenden 
Objekten beobachten: Salicornia herbacea L. (Stengelepidermis): Platan- 
thera bifolia (L.) Rich. (Bliitenblatt, Blattepidermis); Primula auricula L. 
(Blattepidermis): Ornithogalum tenuifolium Guss. (Fruchtknotenepider- 
mis); Asarum europaeum L. (Blattepidermis); Potamogeton crispus L. 
(Blattepidermis); Lysimachia nummularia L. (Epidermis der Blattoberseite) : 
Goodyera repens (L.) R. Br. (Stengelepidermis); Allium cepa L. (Epidermis 
des griinen Blattes): Petroselinum hortense Hoffm. (Stengelepidermis): 
Vinca minor L. (Epidermis der Blattoberseite); Oxalis acetosella LL. (Blatt- 
und Stengelepidermis): Clematis recta 1. (Stengelepidermis). 

b) Kriimelspeicherung zeigte sich in manchen Epidermiszellen 
der Blatter von Viola silvatica Fr.. in der Epidermis des Blatthauptnervs 
von Juglans regia L. und in der Blattepidermis von Euphorbia amyg- 
daloides L. 

c) Fiir den Typus der Tré6pfechenspeicherung bildet die diffuse 
Anfarbung oft die Vorstufe: erst bei langerer Anfarbezeit entstehen haufig 
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dunkelrote Trépfchen, die mitunter auch zu groBen roten Tropfen 


Kugeln zusammenfliefen. 
Rote diffuse Anfarbung und 
dunkelrote Entmischungs- 
tropfen beobachtete ich z.B. 
in den Vakuolen der Blatt- 
epidermis Pinguicula 
vulgaris L. und alpina L.., 
in der Epidermis der Blatt- 
oberseite 


von 


Gentiana 
punctata L., in der Epider- 
mis der 


von 


Blatter von Pisum 
satioum L. Ganz allgemein 
tritt Trépfchenspeicherung 
in den SchlieBzellen auf, so- 
fern diese iiberhaupt den 
Farbstoff speichern. 

Die verschiedenen For- 
men der Methylrotfarbung 
lassen sich mitunter in ver- 
schiedenen Zellsoriten ein 
und derselben Pflanze beob- 
achten, z. B. bei Salvinia au- 
riculata. Diese Pflanze ist 
iiberhaupt ein sehr geeig- 
netes Objekt fiir Vitalfiar- 
bungsversuche, weil man die 
ganze, unversehrte Pflanze 


auf der Farblésung schwim- 
men lassen kann, wiahrend 
man bei vielen anderen Ob- 
jekten 
Gewebeteilen. 


mit abgetrennten 
meist Fla- 
chenschnitten, arbeiten muf. 
AuBerdem ist fiir Salvinia 
auriculata nach R. Herzog 
(1954) sowohl saures wie 
auch alkalisches Milieu (von 
pH 4,5 bis pH 9) unschiidlich. 
Fiir die Versuche stand 
die Schattenform (R. He r- 
zog 1934) zur Verfiigung, 
die an Stelle der dichtste- 
henden Kahnblatter der 
Sonnenform kleinere, flach 
ausgebreitete Schwimmblit- 
ter aufweist. 
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Abb. 6a—d. Formen der Methylrotspeicherung 
bei Salvinia auriculata. a Kriimelspeicherung in 
den Haarbildungen mit spitzer Endzelle. b Trau- 
bige Bildungen in den Haaren an der Innenwand 
des Indusiums. c Kugelige Entmischungen in 
vielen Zellen am Blattrand der Schwimmblatter. 
d Entmischungskugeln in Idioblasten der mitt- 
leren Zellschichte der Schwimmblatter. 





486 P. Zottl 


La@t man Salvinia auriculata auf einer Methylrotlésung 1 : 10.000 
(pH 4.8) ein bis zwei Stunden lang schwimmen, so zeigt die mikrosko- 
pische Beobachtung, daf sich in den der Wasser- und Niahrstoffaufnahme 
dienenden mehrzelligen Borstenhaaren — die besonders zahlreich an den 
Zipfeln der Wasserbliitter und an der Unterseite der Schwimmblitter auf- 
treten — in allen Zellen, auch in der spitzen Endzelle und in der Sporn- 
zelle. blauviolette Kriimelaggregate gebildet haben. Kriimelspeicherung 
zeigen auch manche Zellen des Wasserblattes und Zellen am Blattrand der 
Schwimmbliatter (Abb. 6). 

Die Haare an der Innenwand des Indusiums, die durch eine abgerundete, 
vergréBerie Endzelle leicht von den spitzen Borstenhaaren zu unterscheiden 
sind, zeigen eine andere Form der Farbspeicherung. namlich traubige bis 
tropfenartige. intensiv violette Bildungen. 

In den Schwimmblittern zeigen einzelne randnahe Zellen und manche 
Zellen der mittleren Zellschicht des Blattes kugelige Entmischungen, die 
anderen Zellen, auch die Hydropoten, bleiben ungefarbt. 


2, Anfairbezeit 


Wie schon in der Einleitung erwahnt, hat Dra wert (1941) beobachtet. 
da Methylrot — im Gegensatz zu anderen sauren Farbstoffen — sehr rasch 
aufgenommen und gespeichert wird. Auch bei meinen Versuchen zeigten 
die Vakuolen meist rasche Anfarbung. Besonders gerbstoffhaltige Vakuolen 
sind oft schon nach 1 bis 2 Minuten stark angefarbt. 20 bis 30 Minuten ge- 
niigen bei den meisten Objekten, um starke Anfarbung zu erzielen. Es sei 


aber betont. daf® innerhalb dieses angegebenen zeitlichen Rahmens die ein- 
zelnen Objekte und die einzelnen Zellen im gleichen Objekt auch hin- 
sichtlich der Anfarbedauer grofe Mannigfaltigkeit zeigen. 

So zeigte sich z. B. in der Blattepidermis von Gentiana punctata bereits 
nach 10 Minuten diffuse Vakuolenfarbung mit dunkelroten Entmischungs- 
kugeln. Gentiana verna hingegen hatte in der Epidermis der Blattoberseite 
zwar auch nach 10 Minuten diffuse Anfarbung, aber erst nach 60 Minuten 
neben der blafroten diffusen Farbung auch dunkelrote Entmischungs- 
tropfen. Lysimachia nummularia (Epidermis der Blattoberseite) hatte schon 
nach 1 Minute in vielen Zellen diffuse hellrote Vakuolenfarbung, aber auch 
nach 20 Stunden keine wesentlich intensivere Anfarbung, auch keine 
Tropfen oder Kriimel. 

In den SchlieBzellen beobachtet man vielfach die Anfarbung friiher als 
in den anderen Zellen. Aber auch die anatomisch im Mikroskop einander 
vollig gleichenden Epidermiszellen zeigen bei der Farbung recht verschie- 
dene Schnelligkeit der Farbspeicherung, so dafi das Farbebild sehr haufig 
ein buntes Nebeneinander ungleich stark gefarbter Vakuolen ist. Es ist fiir 
den Beobachter sehr eindrucksvoll, wenn sich z. B. die Epidermis von 
Primula Clusiana, deren Zellen sich im ungefarbten Zustand weitgehend 
gleichen, in wenigen Minuten in der Methylrotlésung in ein prichtiges 
Farbmosaik verwandelt. Die Vitalfarbung erweist sich so als ein feiner 
Indikator fiir mechanische und physiologische Unterschiede der einzelnen 
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Zellen, die auch dem besten Mikroskop allein unzuganglich sind (Reuter 
1955, Strugger 1937). 

Von den beschriebenen Erscheinungen wohl zu unterscheiden ist das 
sogenannte Wundrandphinomen, das in Form eines stark iiberfarbten 
Saumes langs des Schnittrandes in Erscheinung tritt. Hier handelt es sich 
wohl vor allem darum, da der Farbstoff zu den Randzellen leichteren Zu- 
tritt hat als zu den Zellen des Innenfeldes. 

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Buntfarbung beruht hin- 
gegen sicherlich in der Hauptsache auf einer verschiedenen Speicherfahig- 
keit der betreffenden Zellsafte. 


3. Vergleich zwischen Methylrot und RhodaminB, 

Im Verhalten pflanzlicher Vakuolen gegeniiber Methylrot und Rhod- 
amin B zeigt sich in der Regel eine weitgehende Parallelitat. In weitaus den 
meisten Fallen farben sich namlich Objekte, die mit Rhodamin B An- 
farbung zeigen, auch mit Methylrot: und umgekehrt bleiben die Vakuolen, 
die sich mit Rhodamin B nicht anfarben, auch mit Methylrot ungefarbt. 
Die Verwandischaft der beiden Farbstoffe geht auch aus den Formeln 
(vgl. S. 468) hervor. Obwohl die Kohlenstoffgeriiste in beiden Fallen sehr 
verschieden sind, besitzen beide Farbstoffe sowohl eine Carboxylgruppe als 
auch substituierte Aminogruppen. Um so verwunderlicher ist es, da Rhod- 
amin B ein ganz anderes Dissoziationsverhalten zeigt als Methylrot. Hier 
kénnten nur eingehende physikalisch-chemische Untersuchungen Klarheit 
schaffen, die aber freilich nicht in den Rahmen dieser Arbeit gehéren. 

Da nun die Diffusfarbung (bzw. Bildung von Entmischungstropfen und 
-kugeln) mit Rhodamin B fiir volle Zellsafte (im Sinne Héflers) 
charakteristisch ist (z. B. H6fler und Schindler 1955), so ist daraus 
zu schlieBen, daf sich auch mit Methylrot in der Regel nur v olle Zellsafte 
anfarben, leere aber nicht. Die Hauptmenge der durch Methylrot nicht an- 
firbbaren ist also den leeren Zellsaften zuzuzahlen. Die Ergebnisse bei dem 
bewahrten Versuchsobjekt Allium cepa sprechen fiir die Richtigkeit dieser 
Annahme: Die vollen Zellsafte der AuBenepidermis der Zwiebelschuppen 
zeigen (von pH 3,1 bis 7,1) violette Vakuolenfarbung, wahrend die leeren 
Zellsafte der Innenepidermis ungefarbt bleiben. Auch in der Blattepidermis 
von Goodyera repens und in den Driisenzellen von Asarum europaeum, um 
zwei weitere Beispiele zu nennen, konnte weder mit Rhodamin B noch mit 
Methylrot Anfarbung beobachtet werden. 

Bei leeren Zellsiften wire auch eine Farbspeicherung ahnlich dem be- 
kannten lonenfallenprinzip denkbar. Es miiBten dann bei etwaiger alkali- 
scher Reaktion des Zellsaftes Anionen gespeichert werden. Meine Bemiihun- 
gen, solche Speicherung des sauren Farbstoffes Methylrot nach dem 
Ionenfallenmechanismus zu erzielen, haben aber nirgends zum Erfolg ge- 
fiihrt. (Uber die nach dem Ionenfallenmechanismus erfolgende Speicherung 
basischer Farbstoffe vgl. Kinzel 1954.) 

Die meisten vollen (untersuchten) pflanzlichen Vakuolen speichern zwar 
sowohl Rhodamin B als auch Methylrot, sie zeigen aber doch in ihrem Ver- 
halten gegeniiber diesen beiden Farbstoffen bemerkenswerte Unterschiede: 
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In der Regel wird das Methylrot etwas langsamer und schwicher ge- 
speichert, und dies auch bei optimalem pH-Wert, wo im Methylrotfarbbad 
genug undissoziierte Molekiile vorliegen; mitunter ist auch die Form der 
Farbspeicherung etwas verschieden: so entstehen in der Epidermis der 
Blattoberseite von Pisum sativum bei der Anfarbung mit Rhodamin B 
traubenartige Entmischungsgebilde, mit Methylrot aber Diffusfarbung mit 
cinzelnen groBen Entmischungskugeln (Abb. 7). 


Abb. 7. Pisum sativum, Epidermis der Blattoberseite. a gefairbt mit Rhodamin B: 
kriimelige bis traubige Bildungen. b gefarbt mit Methylrot: Diffusfarbung mit 
dunkelroten Entmischungskugeln. 


Nur selten konnte ich beobachten, daf sich eine mit Rhodamin B farb- 
bare Vakuole mit Methylrot gar nicht anfarbte: Die Stielzellen der Driisen- 
haare eines jungen Vicia faba-Pflanzchens farbten sich nur mit Rhodamin B, 
aber nicht mit Methylrot (Abb. 8), ebenso verhielten sich die Zellen der 
oberen und unteren Blattepidermis von Cardamine trifolia. Bringt man die 
Blatt- oder Stengelepidermis von jungen Vicia faba-Pflanzchen 20 Minuten 
in eine Methylrotlésung 1 : 1000 (gelést in Aqua dest.), so farben sich elektiv 
die Haare: in den Driisenzellen wird der Farbstoff in Form von dunkel- 
violetten Tropfen gespeichert. Die Stielzellen der Haare bleiben véllig un- 
gefarbt. In Rhodamin B hingegen zeigen nicht nur die Driisenzellen der 
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Haare, sondern auch die Stielzellen diffus rotviolette Anfarbung mit Ent- 
mischungstropfen. 

Der Unterschied im Verhalten der Vakuolen gegeniiber diesen 
beiden Farbstoffen, daft namlich die Anfarbung mit Rhodamin B meist 
rascher und intensiver erfolgt als mit Methylrot, ist wohl darauf zuriick- 
zufiihren, da die Reaktionsbereit- 
schaft®? gegeniiber den betreffenden 
Stoffen (z. B. Gerbstoffen) bei Rho- 
damin B gréfer als bei Methylrot. 

Diese Unterschiede im Verhalten 
der Vakuolen gegeniiber Rhodamin B 
und Methylrot sind _ .,vitaleytoche- 
misch* (Kinzel 1958) sicherlich von 
Interesse, da sie Ansiitze zu einer 
Klassifikation der Inhaltstoffe der 
vollen Zellsifte bieten. 


4. pH-Abhiangigkeit der 
Anfairbung 
Drawert (1941) hat in der 
Unterepidermis der Schuppenblitter 
von Allium cepa mit Methylrot nur 
bei pH 2,1 bis 6,5 violettrote Vaku- 
olenfirbung erzielt. Ein ganz itihn-  Abb.8. Vicia faba. elektive Anfarbung 
liches Resultat erhielt ich bei der der Driisenhaare mit Methylrot. Die 
Stengelepidermis von Goodyera re- SchlieBzellen bleiben ungefarbt. 
pens. Die Schnitte wurden 60 Minuten 
in gepufferte Methylrotlésungen 1 : 10.000 (vgl. S. 467 gelegt. hierauf kurz in 
farblosen Pufferlésungen ausgewaschen. Das Ergebnis: 
pH8,3: Keine Anfarbung. 
pH7.1: Keine Anfarbung. 
pH6.8: Einzelne basale Zellen der Haare diffus blafviolett angefarbt: alle anderen 
Zellen nicht gefarbt. 
pH 6.4: Eine gréfere Anzahl Zellen der Haare diffus angefarbt: die Farbung ist 


3 Zu einer exakten Definition dieser ..Reaktionsbereitschaft™ kommt man auf 
Grund des Reaktionsgleichgewichtes zwischen dem Farbstoff F und dem Zellinhali- 
stoff X: 


Y1F=#FYX. 


Dieses Gleichgewicht liegt bei grofer Reaktionsbereitschaft des Zellinhaltstoffes 
gegeniiber dem Farbstoff stark auf der rechten Seite der Gleichung, bei geringerer 
Reaktionsbereitschaft auf der linken Seite. Die Gleichgewichtskonstante 

«er 

[X].[F] 

ist im ersten Fall grof, im zweiten Fall klein. Auf andere Weise laBt sich der be- 
schriebene Sachverhalt auch dadurch ausdriicken, daB man von einer festen bzw. 
lockeren Bindung des Farbstoffes an den Zellinhaltstoff spricht. 
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kraftiger: auch einige Epidermiszellen zeigen diffuse Anfarbung: die 
meisten Zellen sind nicht angefiarbt. 
pH 6.1: Einzelne Zellen der Epidermis und der Haare erscheinen diffus rotviolett 
angefarbt. 
pH 4.8: Fast alle Zellen der Epidermis und der Haare sind diffus violett angefarbt. 
pH3.1: Wie bei pH 4.8 diffuse Anfarbung der Epidermis und der Haare. 
Auch die Epidermiszellen der griinen Blatter von Allium cepa und die Blatter 
von Zea mays zeigten bei pH3.1 bis pH 6.4 diffuse violette Vakuolenfarbung. bei 
pH 6.8, pH7.1 und 8,3 erschienen die Vakuolen ungefiarbt. 


Diese Versuche zeigen eine deutliche Abhiangigkeit der Methylrotspeiche- 
rung in den Vakuolen vom pH der Farblésung: Auch der saure Farbstoff 
kann eben nur in molekularem, nicht aber 

Tab. 4. Methylrotspeicherung in dissoziiertem Zustand permeieren (vel. 


ay Mae 
in der Stengelepidermis von 5. 478). 
Goodyera repens. 


5. Methylrotspeicherung in 





Konzentration Anfarbezeit den Schlie®Bzellen 


1: 10-000 60 Minut <. ey . A % : 
sana Bei Versuchen mit basischen Farbstof- 


pH 8,3 fen wurde hiaufig beobachtet. daf sich die 
7,1 SchlieBzellen elektiv anfiirben. Als ‘iiltestes 
6,8 + Beispiel sei die elektive Anfiirbung der 
6,4 Schliefizellen des Blattes von Zebrina pen- 
“a dula durch Neutralrot angefiihrt. Literatur: 
me Hamorak (1915), Kisselew (1925), 
: Linsbauer (1927), Lilienstern (1935) 





—= keine Anfarbung. Weber (1926, 1927, 1930, 1953), Pekarek 
+ =schwache Diffusfarbung. (1953, 1936). Hoéfler (1947a, b. 1949), 


++ =intensivere Diffusfarbung. Strugger (1949), Hartel (1951), Reu- 


ter (1941, 1948, 1955 mit weiterer Literatur). 

Auch bei der Farbuing mit Methylrot verhalten sich die SchlieBzellen 
meist anders als die iibrigen Epidermiszellen. 

Elektive Anfarbung der SchlieBzellen beobachtete ich in der Aufen- 
epidermis des griinen Blattes von Allium cepa. Nach 40 Minuten dauernder 
Anfarbung in Methylrot 1 : 10.000 waren bei pH 3.1 und 4.8 die Schlief- 
zellen blaBrosa diffus angefarbt, wahrend die iibrigen Zellen ungefarbt er- 
schienen. Bei langerer Anfarbezeit wurde die Anfarbung in den Schlief- 
zellen intensiver, und auch in den anderen Epidermiszellen zeigte sich blasse 
diffus rosa Vakuolenfarbung. 

Auch bei vielen anderen Objekten farbten sich in der Regel zuerst die 
SchlieBzellen. Bei langerem Aufenthalt in den Farblésungen waren dann 
sehr oft die SchlieBzellen intensiv gefarbt, haufig mit dunkelroten Ent- 
mischungstropfen in der Vakuole, wahrend die iibrigen Zellen meist viel 
blasser blieben. Als Beispiel sei Anthyllis vulneraria angefiihrt: bei diesem 
Objekt sind in einer Methylrotlésung 1 : 1000 (gelést in Aqua dest.) nach 
10 Minuten die Epidermiszellen teils ungefarbt, teils bla® diffus rot, in den 
SchlieBzellen hingegen zeigte sich schéne rote Trépfchenspeicherung. Auch 
bei Pisum sativum waren in der Stengelepidermis in Methylrot 1 : 1000 (ge- 
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lést in Aqua dest.) nach 20 Minuten in den SchlieBzellen bereits tiefrote 
Tropfen, in den anderen Zellen aber nur diffuse blaBrote Vakuolenfarbung. 
In der Blattepidermis derselben Pflanze hingegen war nach Istiindiger 
Farbezeit kein Unterschied in der Intensitat der Anfarbung zwischen 
SchlieBzellen und den iibrigen Epidermiszellen zu beobachten. Auch die 
letzteren zeigten durchweg dunkelrote Entmischungskugeln. 

Umgekehrt zeigten die SchlieBzellen von Primula auricula und Clusiana 
in Methylrot 1 : 2000 (gelést in Aqua dest.) nach 6stiindiger Anfarbezeit 
keine sichtbare Farbspeicherung, wahrend die Epidermiszellen schon stark 
gefarbt waren. Nach 1t6stiindigem Aufenthalt in einer Methylrotlésung 
1: 1000 waren die meisten Schliefzellen noch ungefarbt, der geringere Teil 
zeigte diffus rote Anfarbung. Auch in der Blattoberseite von Asperula 
odorata L. blieben die SchlieBzellen ungefarbt. wohl aber farbten sich die 
Nebenzellen und vereinzelte andere Epidermiszellen elektiv diffus rotviolett 
an. Wahrend also in den Blattepidermen von Primula Clusiana, P. auricula 
und Sedum maximum die SchlieBzellen ungefarbt blieben, speicherten 
gerbstoffiihrende Zellen bzw. Gerbstoffidioblasten das Methylrot intensiv. 

Die SchlieBzellen verhalten sich also bei der Anfarbung nicht einheitlich. 
In einigen Objekten bleiben sie farblos: in den meisten Objekien farben sie 
sich rascher und intensiver an als die iibrigen Epidermiszellen; in der Regel 
kann der Typus der Trépfchenspeicherung beobachtet werden, niemals aber 
Kriimel- oder Dendritenbildung. 

Bei Orchis maculata ist das unterschiedliche Verhaliten durch den Nach- 
weis geklairt worden, daft die SchlieBzellen volle. die Epidermiszellen aber 
leere Zellsafte enthalten (HOfler 1949). Die Bildung von Entmischungs- 
tropfen und -kugeln bei der Farbspeicherung kénnte darauf hinweisen, daB 
die Vakuolen der SchlieBzellen Flavonderivate enthalten (vgl. Kinzel 1958). 


6. Gerbstoffiihrende Vakuolen 

Besonders intensiv wird der Farbstoff Methylrot von gerbstoffhaltigen 
Vakuolen gespeichert. Diese nehmen ja bekanntlich elektiv auch viele 
hasische Farbstoffe auf. Schon die weiter oben miigeteilten Beobachtungen 
mit Spirogyra beziehen sich ja auf ein gerbstoffhaltiges Objekt. Ein wei- 
teres, sehr geeignetes Versuchsmaterial fand ich in der Blattepidermis von 
Sedum maximum. 

Ein Flachenschnitt der Blattoberseite wird in eine 0.5%ige Koffeinlésung 
gebracht. Es zeigt sich in einzelnen Zellen der Epidermis ein dichter grauer 
Trépfchenniederschlag. Die betreffenden Zellen sind demnach als Gerbstoff- 
idioblasten zu bezeichnen. Sie sind gréRer als die iibrigen Epidermiszellen 
und liegen zerstreut einzeln zwischen den iibrigen Epidermiszellen. Auch 
ohne Koffeinbehandlung sind sie durch ihre auffallende GréRe deutlich zu 
erkennen. Sie farben sich in einer Methylrotlésung rasch elektiv an, wah- 
rend die anderen Zellen ungefarbt bleiben (Abb. 9). 

Flachenschnitte der Blattoberseite von Sedum maximum werden mit der 
Wasserstrahlpumpe entliiftet und in Methylrotlésungen 1 : 10.000 von verschiede- 
nen pH-Werten gebracht. Die pH-Werte wurden mit Glaselektrode gemessen 
Nach 10 Minuten Anfarbedauer konnte folgendes festgestellt werden: 
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Keine Anfarbung. 

Keine Anfarbung. 

Diffus blaBviolette Anfarbung der Vakuolen der Gerbstoffidioblasien, 
Gerbstoffidicblasten diffus violett. 

Diffus violett. 

Diffus intensiv rotviolett. 

Vakuolen der Gerbstoffidioblasten elektiv intensiv rotviolett angefarbt. 
Die anderen Zellen erscheinen véllig farbstofffrei. 

Nach 30 Minuten Farbedauer 
waren die Idioblasten auch bei 
pH9.9 und 10,3 deutlich blaf- 
violett angefarbt, bei pH 3,1 bis 
7,5 sehr intensiv dunkelrot; nach 
20 Stunden waren die Zellen bei 
pH 3.1 bis 7.5 schwarzrot, bei 
pH 8.3 wesentlich heller, aber 
noch immer kréaftig rot, bei 
pH 9.9 und 10,3 blasser, aber 
noch deutlich rosa. 


E's war sehr iiberraschend, 
da mit stark alkalischen 
Farbbidern noch eine Anfir- 
bung erzielt werden konnte. 
Diese bei sehr langer Fiarbe- 
zeit bei Sedum auftretende 
Speicherung ist vielleicht so 
zu erkliren, dafi die weni- 
gen in der alkalischen L6- 
sung vorhandenen Molekiile 
durch den Speicherungsvor- 

Way, For wl re gang der Lésung entzogen 

1. a werden, in der dann immer 

Abb. 9. Sedum maximum, Blattepidermis. Gerb- die Anzahl der Molekiile. 
stoffidioblasten mit Methylrot elektiv rot ange- die dem jeweiligen pH-Wert 
farbt. Nach 2stiindigem Liegen in Wasser der Farblésung  entspricht, 
keine Entfarbung. sofort wieder gebildet wird, 

so daf auch in stark alkali- 
schen Farblésungen zwar sehr wenige, aber doch immer Molekiile fiir den 
Speicherungsvorgang zur Verfiigung stehen. Auferdem ist zu beachten, dak 
die sogenannten Farbeschwellen in Wirklichkeit asymptotisch verlaufende 
Kurven darstellen, die im Umschlagsbereich plotzlich ihre Richtung andern, 
d.h. die Anfarbung wird nicht schlagartig bei einem ganz bestimmten pH- 
Wert der Farblésung aufhéren, sondern allmahlich an Intensitat verlieren. 

Recht auffallend ist ferner die Beobachtung, daft offenbar nicht alle 
.Gerbstoffe* sich bei der Anfarbung durch Methylrot gleich verhalten. So 
liegt die Anfarbegrenze fiir Sedum hoéher im alkalischen Bereich als fiir 
Spirogyra; auBerdem speichert die Spirogyra-Zelle in Kriimelform, wah- 
rend Sedum diffuse Anfarbung zeigt. Der Unterschied gegeniiber Spirogyra 
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kénnte vielleicht darin liegen, da — nach einer miindlichen Mitieilung von 
cand. phil. E. Bola y — die Spirogyra eisenblaiuende Gerbsioffe (Gallo- 
tannine), Sedum hingegen eisengriinende (Katechine) enthalt. 

Es sei hier angemerkt, daf zwar in gerbstoffhaltigen Zellen das Methyl- 
rot besonders rasch und reichlich gespeichert wird. Die Vakuolenfarbung 
der vollen Zellsifte der AuRenepidermis der Zwiebelschuppen von Allium 
cepa sowie der nach Harte! (1951, S. 343) ebenfalls gerbstofffreien vollen 
Zellsifte der Blattepidermis von Vanilla planifolia zeigen aber, da auch 
in der gerbstofffreien Vakuole Methylrot gespeichert wird. 

Die Versuche mit Sedum wurden 6fter wiederholt. wobei sich zeigte, daB 
sich die Gerbstoffidioblasten der Blattunterseite gegeniiber Methylrot genau 
so verhalten wie die der Blattoberseite. 

Nach langerer Farbezeit erscheinen in stark alkalischen Farblésungen 
die Idioblasten gelbbraun bis schmutzigbraun: von der urspriinglichen blaB- 
rosa Anfarbung ist dann nichts mehr zu sehen. Zur Kontrolle legte ich 
ungefarbte Flachenschnitte in farblosen Puffer von pH 11,2. Nach 20stiin- 
digem Aufenthalt im Puffer zeigten die Gerbstoffidioblasten durchweg eine 
gelbbraune bis schmutzigbraune Farbe. Die Gelbfarbung ist iibrigens schon 
zu beobachten, wenn die Schnitte 30—60 Minuten in der Pufferlésung 
(pH 11.2) liegen. Daraus ist zu ersehen, da die Gelbfarbung der Idioblasten 
als Wirkung des alkalischen Puffers, aber nicht als Methylrotanfarbung ge- 
deutet werden darf. 

Weitere brauchbare Objekte fiir die Untersuchung der Methylrotspeiche- 
rung durch gerbstoffiihrende Vakuolen sind Primula Clusiana und P. auri- 


cula. Bei Behandlung mit einer 0.5%igen Koffeinlésung tritt der charakie- 
ristische Trépfchenniederschlag in vielen Epidermiszellen der Blattoberseite 
und der Blattunterseite auf. Im Gegensatz zu Sedum maximum sind aber 
nicht bloB einzelne Zellen, sondern die Mehrzahl aller Epidermiszellen 
gerbsioffiihrend. 


Die Farbung von Primula Clusiana (Blattoberseite) in pH-Reihen einer Methyl- 

rotlésung 1 : 10.000 ergibt folgendes: 

pH 11,2 bis 7.5: Auch bei 20stiindiger Farbedauer konnte keine Anfarbung beob- 
achtet werden. Die bei pH 10.7 und 11,2 auftretende leichte Gelbfarbung 
der Vakuolen ist ja wieder nicht Methylrotspeicherung. sondern Wirkung 
des alkalischen Puffers. 
Erst nach etwa 2 Stunden sind vereinzelte Zellen blaBrosa, sie bleiben aber 
auch nach 20stiindiger Anfarbezeit ganz blaf. 
Nach 10 Minuten: Die Epidermiszellen des Blattes sind diffus blaBrot, die 
Zellen gegen den Schnittrand zu intensiver angefarbt; letztere zeigen be- 
reits blauviolette Kriimel. Die Schliefzellen sind nicht gefarbt (sie sind 
hier auf den Blattern oberseits reichlicher als unterseits). Die Parenchym- 
zelien sind am Schnittrand bereits diffus dunkelrot. in der Mitte des 
Flachenschnittes noch ungefarbt. 
Nach 1 Stunde: Noch immer sind manche Epidermiszellen ungefarbt; die 
meisten sind diffus bla@violett. die randnahen Zellen mit blauvioletten 
Kriimeln. Die Parenchymzellen sind zum Teil diffus rot, die SchlieBzellen 
ungefarbt. 
Nach 3 Stunden: Es bietet sich ein priachtiges Bild: Neben ungefarbten 
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Epidermiszellen sind. bunt durcheinander, diffus angefirbte Zellen, offen- 
bar je nach Gerbstoffgehalt in verschiedener Intensitaét. von blaBrosa bis 
leuchtendrot, dazwischen immer wieder Zellen mit rotvioletten und blau- 
violetten Kriimeln. die in manchen Zellen zu Dendriten zusammengeklebt 
sind. Die Parenchymzellen sind diffus tiefrot (vgl. Farbtafel Fig. 6). 
pH 4.8 und 3.1: Es zeigt sich ungefahr das gleiche Bild wie bei pH 6.4, aber natur- 
gemaB schon bei kiirzerer Farbezeit. 
10 
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Abb. 10. Dissoziationsverhaltnisse der sauren Farbstoffe Methylrot und Methylorange. 


Eine iibersichtliche Darstellung der Ergebnisse bringen die folgenden 
Tabellen 5 und 6. Es ist ersichtlich, da bei etwa pH 7.5 die Vakuolen- 
farbung stark abfallt, was durchaus mit der Erwartung iibereinstimmt. In 
diesem Bereich nimmt ja die Konzentration an undissoziierten Farbstoff- 
molekiilen rapid ab. Die Halbwertstufe liegt bei pH 4.88: bei pH 3.88 sind 
10% der Methylrotmolekiile undissoziiert. bei pH 6.88 nur mehr 1%. bei 
pH 7.88 noch weniger, namlich 0.1% usw. (Abb. 10). 


Tab. 5. Sedum maximum, Blattepidermis; elektive Anféirbung der Gerbstoffidio- 
blasten in Methylrot 1 : 10.000. 





Farbezeit 


20’ 





pH 10.3 
9,9 


8.3 


+++ 5 44+4+/4+4++4 
+++ +44 [4444+ 
+++ 444 /4+4+4++4 


+++ 44+4+4\+44++ 
++t+it+4+4)4+4+4+4+ 
++44)+4+4+4]4+ 444+ 
keine Anfarbung. 
-schwache blafrosa Diffusfarbung. 
++ =starkere violette Diffusfarbung. 
+++-+ = sehr intensive. dunkelrote, fast schwarze diffuse Anfarbung. 
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Die in den stark alkalischen Farblésungen auftretende Vakuolenfarbung zeigt 
auch bei sehr langer Farbezeit nie dunkelroten. sondern nur blafroten Farbton. 


Tab. 6. Methylrotspeicherung in den gerbstoffhaltigen Zellen in der Epidermis der 
Blattunterseite von Primula Clusiana in Methylrot 1 : 10.000. 





Farbedauer 


oh 





T 


++ 
3 


-keine Anfarbung. 
leichte Anfarbung. 
= sehr intensive Anfarbung. 
7 Vergleichsversuche mit Methylorange 
An gerbstoffhaltigen Vakuolen wurden weiter einige Versuche auch mit 
Methvlorange durchgefiihrt. das seiner chemischen Konstitution nach mit 
Methylrot nahe verwandt, aber im Gegensatz zu diesem ein sulfosaurer 
Farbstoff ist (vgl. S. 468. Uber Methylorangefarbung an Pflanzenzellen 
vel. z.B. Drawert (1941: dort weitere Literatur). 
Flachenschnitte von Primula Clusiana zeigen in Methylorange folgendes An- 
farbebild (vgl. Farbtafel Fig. 4): 
pH 2.38: Die Anfarbung erreicht nach 10 bis 20 Minuten eine betrachtliche Inten- 
sitat. jedoch fiihrt der Aufenthalt in diesem sauren Milieu bald zu starker 
Schadigung der Zellen. 
pH 3.1: Bereits nach 10 Minuten zeigen die randnahen Epidermiszellen blasse, 
diffuse Rotfarbung:; auch nach 30 Minuten sind die Vakuolen noch recht 
blaB. Nach einer Stunde zeigen die randnahen Epidermiszellen der Blatt- 
unterseite kraftige diffuse rotorange Vakuolenfairbung; in der Blattober- 
seite sind die Epidermiszellen noch bla&. die randnahen Parenchymzellen 
bereits diffus tiefrot. die in der Mitte des Priaparates gelegenen noch un- 
gefarbt. Die SchlieBzellen zeigen keine Anfarbung. 
pH 3.95: Erst nach 30 Minuten Anfarbezeit ist deutliche Anfarbung zu beobachten. 
Nach 3 Stunden sind die Vakuolen der Unterepidermis diffus rot. die 
Zellen der Epidermis der Blattoberseite wie auch die Parenchymzellen 
nur blaRorange. Die SchlieBzellen sind nicht gefarbt. 
20stiindiger Farbezeit: 
Alle Zellen sind stark iiberfarbt. 
Die Parenchymzellen sind intensiv rotorange, ein Teil der Epidermiszellen 
diffus rotorange. 
Die Parenchymzellen sind schén orange, die Epidermiszellen aber nur 
mehr blafrot angefarbt. 
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pH6.4 und 7,5: Die Epidermiszellen sind ungefiarbt, die Parenchymzellen zeigen 
zum Teil noch deutliche Vakuolenfarbung. 


In manchen Flachenschnitten zeigt sich auch bei der Methylorange- 
firbung ein recht buntes Bild. Oft sind in einem Praparat die Vakuolen 
sehr verschieden stark tingiert, man sieht neben rot gefarbten auch Vakuolen 
verschiedener Orangenuancen bis zu fast reingelb gefarbten Vakuolen. 

Bemerkenswert ist hier der plétzliche starke Abfall der Intensitat der 
Anfarbung zwischen pH 3,1 und 3,95, der sich am deutlichsten nach 20stiin- 
diger Anfarbedauer zeigt. Die Intensitatskurve andert sich also nicht gleich- 


Tab. 7. Diffuse Anfarbung der gerbstoffhaltigen Zellen in der Blattepidermis von 
Primula Clusiana in Methylorange 1 : 10.000. 





Farbedauer 





6,4 
4,8 
3,95 
3,1 
2,38 


—=keine Anfarbung. 
+= blasse Anfarbung. 
+++ = starke Anfarbung. 


Bei pH 2.38 sind die Zellen wohl stark tingiert, aber tot. 


maRig mit héherem pH, sondern ist weitgehend der Dissoziationskurve 
symbat (Halbwertstufe bei pH 3.4). Wahrend nach 20 Stunden die Zellen 
bei pH 3.1 auferst stark den Farbstoff gespeichert haben, sind sie bei 
pH 3,95 nur verhaltnismafig schwach angefarbt und etwa bei pH 6 ganz 
farblos. Nur einzelne Parenchymzellen zeigen bis pH 7.5 noch schwache 
Anfarbung. 

Damit ist auch fiir Methylorange (bei diesem Objekt) die pH-Abhan 
keit der Farbspeicherung aufgezeigt. 

Mit Methylorange farben sich auch die Gerbstoffidioblasten der Blati- 
epidermis von Sedum maximum elektiv an. Flachenschnitte, in Methyl- 
orangelésungen 1 : 10.000 (pH 2.38 bis 11,2) eingelegt. zeigen folgendes Bild: 


O10 - 
sig 


pH 2,38: Nach 5 Minuten sind die Gerbstoffidioblasten elektiv diffus kraftig rot 
gefarbt. sie sterben aber bald ab. 

pH3.1: Bereits nach 5 Minuten sind die Gerbstoffidioblasten diffus rot gefiarbt. bei 
langerer Anfarbezeit nimmt die Intensitaét der Anfarbung bis zum Tief- 
rot zu. 

pH 3.95: Nach 3 Stunden kraftige. diffus orangerote Anfiarbung. 
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pH 4,8: Nach einigen Stunden sind die Vakuolen schén orange gefiarbt. Zum Teil 
zeigen die gefarbten Idioblasten Vakuolenkontraktion. 

pH 6,4: Die meisten Idioblasten sind nach 3 Stunden noch farblos, nach 20 Stunden 
aber durchweg diffus rotorange. 

pH 7.5: Die Idioblasten sind nach 20 Stunden elektiv diffus rotorange angefarbt. 

pH 11.2: Einzelne Zellen sind nach 20 Stunden deutlich rotorange. 


Tab. 8. Diffuse Anfarbung der Gerbstoffidioblasten in der Blattepidermis von 
Sedum maximum mit Methylorange 1 : 10.000. 





Farbedauer 





30’ 





we “I to 


or 


aa t 
* ++ 
++ | +4 | +44 
+++] +++) 444+) +++) 444+ 
- keine Anfarbung. 
= vereinzelt Zellen leicht angefirbt. 

+ =schwache Anfarbung. 
+-+-+ = intensive Anfarbung. 


Der Fiarbeeffekt nach 20stiindigem Aufenthalt in der Farblésung ist 
schwer zu beurteilen, da nach so langer Versuchsdauer einerseits eine ge- 
wisse Schidigung des Protoplasmas eingetreten, andererseits der Farbstoff 
irgendwelchen metabolischen Einwirkungen ausgesetzt sein kénnite, 

Sicherlich aber kann nach diesen vergleichenden Versuchen keine Rede 
mehr davon sein, daf die untersuchten Zellen fiir den sulfosauren Farbstoff 
Methylorange impermeabel waren. Eine weitgehende Impermeabilitat des 
Protoplasmas fiir sulfosaure Farbstoffe war ja in der Literatur oft be- 
hauptet worden. Diese Angabe geht wohl vor allem darauf zuriick, da die 
meisten Autoren keine Speicherung in Vakuolen beobachten konnien, Die 
Bedingungen fiir eine Speicherung sind aber: 1. das Vorliegen des Farb- 
stoffes in permeierfahiger Form, 2. der Gehalt der betreffenden Vakuole an 
Stoffen, die mit dem betreffenden Farbstoff zu reagieren vermégen. 

Sind diese beiden Bedingungen vorhanden, wie etwa bei den obenge- 
nannten Versuchen, dann wird Methylorange ebenso gespeichert wie 
viele andere Farbstoffe. 

Wie eine Riicksprache mit Herrn Univ.-Doz. Dr. Helmut Kinzel er- 
gab, erscheint es méglich, daff Methylorange eine allgemein geringere 
Reaktionsbereitschaft besitzt als etwa Methylrot und daher nur durch 
einige wenige Objekte, die besonders reaktionsbereite Inhalte haben, ge- 

Protoplasma, Bd. LI/4 35 
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speichert werden kann. Die Reaktion des Farbstoffes mit den Gerbstoffen 
diirfte vor allem auf die basische Dimethylamino-Gruppe N(CHs)2 zuriick- 
gehen. Es mag an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daB wahrschein- 
lich nur solche saure Farbstoffe in einer Vakuole kraftig gespeichert werden 
kénnen, die gleichzeitig auch eine basische Gruppe im Molekiil enthalten +. 

Diese basische Gruppe N(CH,), ist vielleicht im Falle des Methylorange 
durch die Anwesenheit der Sulfonsiuregruppe etwas weniger reaktions- 
fahig als bei Methylrot mit seiner Carboxylgruppe. 

Die Tatsache, daf Methylorange bei gleichartigen Bedingungen (pH und 
Konzentration) eine geringere Farbekraft besitzt als Methylrot, hat wohl 
zwei Ursachen: 

1. Der Umschlagspunkt ist mehr nach der sauren Seite verschoben 
(pH 3.4 gegen pH 4.88 bei Methylrot). 

2. Die Reaktionsbereitschaft des Methylorange gegeniiber verschiedenen 
Zellinhaltsstoffen ist geringer. Es besitzen wohl nur manche Zellsorten so 
reaktionsbereite Inhaltsstoffe, daf sie auch Methylorange zu speichern ver- 
mogen. 

Aus beiden genannten Griinden wirkt auch der basische Farbstoff Rho- 
damin B so viel starker tingierend als die beiden verwendeten sauren Farb- 
stoffe. Rhodamin B ist namlich im weiten, physiologisch wichtigen pH-Be- 
reich undissoziiert und seine basischen Gruppen sind offenbar reaktions- 
fahiger als bei Methylrot und Methylorange. 


V. Verhalten der Elaioplasten, Oltropfen und Olzellen 


gegeniiber Methylrot 
1. Elaioplasten 


a) Die Rotalge Laurencia obtusa (J. Ag.) hat in den Zellen der Rinden- 
schicht des Thallus basal gelagerte Inhaltskérperchen, die von Dianne- 
lidis und Héfler (1959) genauer untersucht wurden. Sie liegen im 
Plasma, sind als Zellen-Organellen aufzufassen und wurden als Elaio- 
plasten bezeichnet. Herr Prof. Dr. Karl Héfler hat Ende April 1958 
einiges Material der Alge lebend nach Wien gebracht. 


4 Die stets minimale und im Hellfeld nicht sichtbare Speicherung anderer saurer 
Farbstoffe. wie z. B. des Fluorescein in Vakuolen (Hifler-Ziegler-Luhan 
1956), beruht wohl auf einem ganz anderen Vorgang, der hier nicht zu behandeln ist. 

Es ist bekannt. daB Collander und Holmstrém (1937), Drawert (1941) 
sowie Drawert und Endlich (1956) eine von der Lebenstitigkeit der Zelle 
abhangige Aufnahme saurer Farbstoffe (der sulfosauren Farbstoffe Prontosil, Pon- 
ceau PR, Bordeauxrot und Brillantsulfoflavin FF) in pflanzliche Vakuolen nachge- 
wiesen haben. 

Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Fallen der Speicherung saurer Farb- 
stoffe in Vakuolen handelt es sich aber sicherlich um eine passive Permeation. Nur 
bei Sedum (siehe Tabelle 5), wo wider Erwarten nach langer Farbezeit auch aus 
stark alkalischen Lésungen der Farbstoff aufgenommen wird, kénnte man vielleicht 
an eine Beteiligung aktiver Prozesse denken. Wie erwahnt, bleibt aber der Mecha- 
nismus fraglich. 
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Ich brachte Flachenschnitte und Querschnitte von Laurencia in eine 
Methylrotlésung 1 : 10.000 ({ cm? Stammlésung 1 : 1000 in 9 cm? Seewasser, 
das auf pH 4,8 gepuffert war) und konnte bereits nach 15 Minuten rot 
angefarbte Elaioplasten beobachten (Abb. 11). 

Zur Priifung der Festigkeit der Methylrotspeicherung in den Elaioplasten 
von Laurencia wurden die Schnitte 30 Minuten angefarbt, hierauf in nor- 
males Seewasser (pH 7—8) gelegt: es konnte festgestellt werden, daf nach 
5 Minuten weitgehende, nach 15—20 Minuten vollstandige Entfarbung der 
Elaioplasten eingetreten war. In 
Seewasser, das auf pH 4,8 gepuffert 
war, erfolgte die Entfiirbung nicht 
so rasch, doch war etwa_ nach 
30 Minuten restlose Entfirbung er- 
folgt. 

Die Laurencia-Schnitte machen 
nach 15 Minuten dauernder Anfir- 
bung in Methylrot einen durchaus 
gesunden Eindruck, doch sind bald 
darauf die ersten Zeichen der ein- 
tretenden Schidigung der Zellen 
zu beobachten, aber nicht nur in 
gefiirbten, sondern in ungefahr der 
gleichen Zeit auch in nichtgefarbten 
— in Seewasser befindlichen — 

Flachen- und Querschnitten. 

Recht bemerkenswert war die 
Beobachtung, daft hier ausnahms- 
weise die Anfairbung mit Methyl- 
rot viel intensiver und rascher er- 
folgte als mit Rhodamin B (vgl. Abb. 11. Laurencia obtusa, Elaioplasten 
auch die eingehenden Versuche bei mit Methylrot elektiv gefarbt. 
Diannelidis und Héfler 1959). 

b) In der Epidermis junger Blatter von Vanilla planifolia hat W ak- 
ker (1888, S. 475) Gebilde beschrieben, die aus einem plasmatischen Stoff 
bestehen und Ol enthalten, die er daher Olbildner oder Elaioplasten ge- 
nannt hat. Solche Gebilde haben Zimmermann (1893, 1894) und Raci- 
borski (1893) auch in verschiedenen anderen Pflanzen gefunden. 

Es war nun von Interesse, das Verhalten dieser Elaioplasten gegeniiber 
Methylrot zu untersuchen. Ich fand Elaioplasten in der Epidermis junger 
Blatter von Vanilla planifolia, im Perianth von Ornithogalum pyramidale, 
Hosta glauca und bei Maxillaria tenuifolia, konnte aber in intakten Zellen 
keinerlei Anfarbung der Elaioplasten durch Methylrot beobachten. In 
pH-gestuften Farbbadreihen blieb die Anfarbung auch bei stark saurer 
Reaktion des Farbbades aus, wo ausreichend viel undissoziierte, zur Per- 
meation durch das Plasma befahigte Molekiile vorhanden sein muften. In 
geschidigten Zellen freilich — am Schnittrand — waren die Elaioplasten 
vereinzelt rotorange gefarbt. 
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2. Oltropfen, Olzellen 


Nach den Versuchen mit Elaioplasten war es naheliegend, auch die im 
Pflanzenreich so haufig anzutreffenden Oltropfen und Olzellen auf ihre 
Farbbarkeit mit Methylrot zu priifen. 

Ich wiahlte als Objekt zunachst Asarum europaeum. Uber die Olzellen 
und die Bildung des atherischen Oles bei Asarum liegt eine Arbeit von 
Paech (1952) vor. 

Mit Methylrot war in der Epidermis der Blattunterseite bei einer Kurz- 
farbung (10 bis 20 Minuten) keine Anfarbung zu beobachten, auch bei 
18stiindiger Farbedauer zeigten nur einzelne Zellen diffuse rote Vakuolen- 
farbung, die Olzellen hingegen keinerlei Anfarbung. Die vergleichsweise 
Farbung mit Rhodamin B ergab, da® auch mit diesem Farbstoff die Olzellen 
mit den Olkugeln im Hellfeld nicht gefarbt erschienen. 

Als weitere Objekte versuchte ich, die Oltropfen der Stengelepidermis 
von Clematis recta, die Olzellen der Blatter von Myrtus communis sowie 
die Oltropfen in Rhizomen verschiedener Pflanzen mit Methylrot anzu- 
firben. Ich konnte in keinem einzigen der genannten Objekte eine An- 
farbung beobachten. 

Meine ausgedehnten Versuche mit Olkérperchen der Lebermoose, die in 
vielen Fallen mit Methylrot elektive Anfarbung zeigten, sollen in einer 
spateren Arbeit mitgeteilt werden (vgl. Farbtafel Fig. 5, S. 472). 


Meinem verehrien Lehrer, Herrn Prof. Dr. Karl Héfler, bin ich fiir 
die Anregung zu dieser Untersuchung und fiir das grofe Interesse, das er 
meiner Arbeit stets entgegenbrachte, zu grofem Dank verpflichtet. 

Dank schulde ich auch Herrn Doz. Dr. Helmut Kinzel fiir die Unter- 
stiitzung und Beratung in chemischen Fragen sowie Herrn Dr. Walter Url 
und Frau Dr. Elsa Leonore Fetzmann fiir die Anfertigung und Aus- 
arbeitung der Photographien. 


Zusammenfassung 


1. Die Spirogyra-Zelle nimmi den sauren Farbstoff Methylrot rasch auf 
und speichert ihn in Form rot- bis blauvioletter Kriimelaggregate. 

Die Anfarbung der Spirogyra-Zelle durch Methylrot ist abhingig vom 
pH-Wert der Farblésung, also von den Dissoziationsverhiltnissen des Farb- 
stoffs. Im pH-Bereich 3,1 bis 6,8 wird der Farbstoff rasch und reichlich ge- 
speichert; iiber pH 7,5 ist keine Anfarbung zu beobachten. Die Spirogyra- 
Zelle ist also nicht nur fiir basische Farbstoffe, sondern auch fiir das saure 
Methylrot — aber nur soweit dieses in molekularer Form vorliegt — gut 
durchlassig. Auch das saure Methylrot kann also — ganz wie die basischen 
Farbstoffe — in dissoziierten Zustand nicht permeieren. 

Die Kriimelspeicherung in der Spirogyra-Zelle kommt durch eine Reak- 
tion des Spirogyra-Gerbstoffes mit Methylrot zustande. Reichliche 
dunkelviolette Kriimelbildung zeigt reichlichen Gerbstoffgehalt an; in gerb- 
stoffarmen Zellen entstehen nur wenige, zarte, heller gefarbie Kriimel: 
gerbstofffreie Spirogyra-Zellen farben sich mit Methylrot nicht an. 
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Der Unterschied in der Anfarbbarkeit und im Gerbstoffgehalt verschie- 
dener Spirogyren ist wohl zum Teil artspezifischer Natur, oft aber auch 
durch den physiologischen Zustand bedingt. 

Die violetten Kriimelaggregate der methylrotgefarbten Spirogyra-Zelle 
liegen teils im Plasma, teils in der grofen Vakuole. Der Gerbstoff ist also 
nicht nur in der grofen Vakuole, sondern auch im Plasma bzw. in Plasma- 
vakuolen lokalisiert. Méglicherweise sind die als ,.Kérnchen“ oder .,Kiigel- 
chen“ beschriebenen Gebilde mit den .,Gerbstoffblischen* bei Zygnema 
und Mougeotia verwandt. Letztere farben sich jedenfalls mit Methylrot 
elektiv an und zeigen im gefarbten Zustand den gleichen violetten Farbton 
wie die Kriimelaggregate bei Spirogyra. 

Bei Zusatz von Koffeinlésung wandeln sich die violetien Kriimelaggre- 
gate der Spirogyra-Zelle in gréfere und kleinere tiefrot gefarbie Ku- 
geln um. 

Der Farbstoff la8t sich aus der Spirogyra-Zelle mit alkalischer Puffer- 

lésung in wenigen Minuten restlos auswaschen, wahrend in sauren Puffer- 
' lésungen die Entfarbung erst nach einigen Stunden eintritt. Im Gegensatz 
dazu lassen sich in RhodaminB gefarbte Spirogyren nicht entfarben. Me- 
thylrot ist also an den Gerbstoff der Spirogyra-Zelle bedeutend lockerer 
gebunden als Rhodamin B. 

2. In vielen Vakuolen héherer Pflanzen — es wurden vor allem Blati- 
epidermen untersucht — zeigt sich mit Methylrot entweder diffuse An- 
farbung oder Trépfchen- bzw. Kriimelspeicherung. Die Anfarbung erfolgi 
meist rasch (5 bis 20 Minuten), zumal bei stark saurer Farbbadreaktion. 

Besonders reichlich speichern gerbstoffhaltige Zellen den Farbstoff. Die 
Gerbstoffidioblasten der Blattepidermis von Sedum maximum firben sich 
nicht nur im sauren Bereich wie die anderen Objekte, sondern auch in mafig 
bis stark alkalischen Lésungen, in denen der Farbstoff ionisiert ist. Oft be- 
obachtet man elektive Anfarbung bestimmter Zellsorten, z. B. der Driisen- 
haare von Vicia faba. 

Haufig zeigen die Schliefzellen ein von den anderen Epidermiszellen 
abweichendes Verhalien: sie farben sich meist rascher und iniensiver an. 
Bei manchen Objekten sind die Schliefizellen elektiv gefiarbt, bei anderen 
bleiben sie aber ungefarbt, wahrend sich einige oder alle iibrigen Epidermis- 
zellen anfirben. 

Die Farbbarkeit durch Methylrot wurde mit der Anfarbbarkeit durch 
Rhodamin B verglichen. Alle Versuchsobjekte, die mit Methylrot Vakuolen- 
farbung zeigten, farbten sich auch mit Rhodamin B. 

Auer mit RhodaminB wurden auch mii dem sulfosauren Farbsioff 
Methylorange vergleichsweise einige Objekte gefarbt. Hierbei konnte die 
Anfirbung der Gerbstoffidioblasten von Sedum maximum und der gerb- 
stoffiihrenden Zellen von Primula auricula und P. Clusiana beobachtei 
werden. 

Mit Ausnahme von Sedum maximum lieften sich methylroigefarbte Va- 
kuolen in alkalischen Puffern leicht und rasch auswaschen; in Wasser und 
in sauren Lisungen dauerte die Entfarbung etwas langer. 

Die untersuchten pflanzlichen Vakuolen zeigen also in ihrem Verhalien 
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gegeniiber Methylrot beachtliche Unterschiede. Manche — offenbar vor allem 
die leeren Zellsaéfte — farben sich gar nicht an. Andere — die vollen — 
speichern im allgemeinen rasch und reichlich das Methylrot. Verhiltnis- 
mafig selten findet man durch Rhodamin B anfarbbare — also volle — Zell- 
safte, die mit Methylrot keine Anfarbung zeigen (z. B. die Stielzellen der 
Driisenhaare von Vicia faba). Aber auch die durch Methylrot anfarbbaren 
vollen Zellsifte zeigen auffallende Unterschiede in der Geschwindigkeit, 
Intensitat und Form der Anfarbung (blasse bzw. kraftige Diffusfarbung, 
Bildung von Entmischungstropfen und -kugeln, Kriimelspeicherung), ferner 
Unterschiede in der Festigkeit der Farbstoffbindung und in der Lage der 
Farbeschwelle auf der pH-Skala. 

Aus diesen Unterschieden in der Methylrotspeicherung und der ver- 
gleichenden Fiarbung mit Rhodamin B und Methylorange ist es méglich, die 
vollen Zellsifte in verschiedene Gruppen aufzuspalten, und zwar sowohl a) 
nach der Art der vorhandenen Speicherstoffe (unterscheidbar durch die 
Form der Speicherung: Diffusfarbung, Kriimel- oder Tropfenbildung; Ge- 
schwindigkeit und Farbe der Anfarbung) als auch b) nach der Menge der 
vorhandenen Speicherstoffe (unterscheidbar vor allem nach der Intensitat 
der Anfarbung). 

Nach diesen Erfahrungen farben sich offensichtlich mit Rhodamin B alle 
vollen Zellsafte, mit Methylrot die meisten, allerdings in der Regel etwas 
schwacher, mit Methylorange aber nur wenige. Diese letzteren enthalten 
offenbar besonders reaktionsfahige Stoffe (z. B. bestimmte Gerbstoffe), die 
man auf diese Weise auffinden kann. Als Kennzeichen fiir solche besonders 
reaktionsbereite Inhaltsstoffe kénnen gelten: a) Speicherung des Methylrot 
auch aus alkalischen Lésungen, also bei ungiinstigen Dissoziationsverhalt- 
nissen, b) Nichtauswaschbarkeit der Anfiarbung. 

3. Die Elaioplasten von Laurencia obtusa farben sich rasch und elektiv in 
Methylrot an. Die Elaioplasten von Vanilla planifolia, Ornithogalum pyra- 
midale, Hosta glauca und Maxillaria tenuifolia farben sich nur in gescha- 
digten, nicht aber in intakten Zellen. Die Olzellen bei Asarum europaeum 
sowie die Oltropfen bei mehreren untersuchten Objekten zeigen mit Me- 
thylrot keine Anfarbung. Hingegen gelang in vielen Fallen elektive An- 
farbung der Olkérper der Lebermoose, wie in einer weiteren Mitteilung 
gezeigt werden soll. 

Einige theoretische Erwagungen sind jeweils nach den Versuchen ein- 
gefiigt. 
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Die lichtabhangige Vakuolisation der Chloroplasten 
in Nikotinlésungen 


II. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
Von 
Hildegard Lindner 
Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster/ Westfalen 
Mit 12 Textabbildungen 


(Eingegangen am 28. Marz 1959) 


1. Einleitung 


In der ersten Mitteilung wurde iiber die Ergebnisse der lichtmikroskopi- 


schen Untersuchungen an vakuolisierten Chloroplasten berichtet. Es erschien 
wiinschenswert, diese lichtmikroskopischen Befunde durch anschlieBende 
elektronenmikroskopische Untersuchungen zu erweitern, um iiber die struk- 
turelle Anderung der Chloroplasten wahrend der lichtabhangigen Vakuoli- 
sation in Nikotinlésungen Naheres zu erfahren. Auch sollte die in der ersten 
Mitteilung beschriebene Reversibilitat der Vakuolisation mit Hilfe der Elek- 
tronenmikroskopie nachgepriift werden. Als Ausgangsbasis fiir diese Unter- 
suchungen war es notwendig, unbehandelte Plastiden von Helodea densa in 
verschiedenen Altersstadien elektronenmikroskopisch zu untersuchen, 


2. Material und Technik 


Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Blatter 
von Helodea densa in ca. 3 mm? kleine Stiicke zerteilt und in Osmiumsaure 
pH 7 (gepuffert mit Veronalazetat) 12 bis 14 Stunden in der Kalte fixiert. 
Nach einstiindiger Wasserung in Leitungswasser und Aqua dest. wurde in 
der aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, und zwar je 1 Stunde in 
30%igem und 50%igem Alkohol und je 2 Stunden in 70%igem, 90%igem, 
%%igem und absolutem Alkohol. Die Einbettung erfolgte in Methyl- 
Methacrylat und n-Butyl-Methacrylat 1:9 (Volumprozente) und Dichlor- 
benzoylperoxyd 1:90 (Gewichtsprozente). Das Blattmaterial wurde nach 
mehrmaligem Erneuern des Einbettungsgemisches in Gelatinekapseln ge- 
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fiillt und ca. 24 Stunden bei 45°C polymerisiert. Die nach Strugger 
(1956b) mit Uranylazetat kontrastierten Blattstiickke wurden nach der 
Fixation mit Osmiumsiaure 2 Stunden in Leitungswasser gewassert, 2 Stun- 
den mit 2%iger Lésung von Uranylazetat in Leitungswasser behandelt und 
nach 2 Stunden Wiassern wie das iibrige Material in 30%igem, 50%igem usw. 
Alkohol entwissert und danach im Methacrylatgemisch eingebetiet. Die 
Uliradiinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom nach Sjéstrand ange- 
fertigt und auf mit Formvar-Folien iiberzogene Kupfernetze iibertragen. 
Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung stand das Elmiskop Ia von 
Siemens zur Verfiigung. Die PrimarvergréfRerung wurde auf 8800, 16.500, 
44,000 und 80.000 eingestellt. — Die Untersuchungen an Proplastiden wur- 
den an Blattmaterial von Helodea densa durchgefiihrt, welches nach der 
Methode von Strugger (1937) 2 bis 4 Wochen in Tonschalen iiberein- 
andergestellt und mit einem Dunkelsturz bedeckt worden war. 


3. Untersuchungen an jiingeren Entwicklungsstadien 


Seit der Entdeckung der Proplastiden durch Strugger (1936, 1950, 
1953, 1954) wurde die Morphologie der Plastidenontogenese wiederholt 
lichtmikroskopisch untersucht und Grana und Stromaplasma als _persi- 
stierende Bauelemente der Plastiden bestatigt (Grave 1954, Perner 1954, 
Kaja 1954a, 1954b, Bartels 1955, Strugger und Losada-Villa- 
sante 1956, Béing 1956, Fasse-Franzisket 1956, Spieker- 
mann 1957, P. Krieger 1957), Aufbauend auf diesen lichtmikroskopi- 
schen Befunden konnte auch in elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
die Existenz des Primairgranums, des nicht lamellierten Stromaplasmas und 
der Membran der Proplastiden nachgewiesen werden (H eit z 1954, Leyon 
1954, Strugger und Perner 1956, Perner 1956a, 1956b, Strugger 
1957 a, 1957b). Strugger und Perner (1956) stellten bei der Unter- 
suchung der Plastidenontogenese von Helianthus tuberosus fest, daB das 
Primargranum der Proplastiden lamellenartig gebaut ist. Fiir die Propla- 
stiden von Chlorophytum comosum beschreibt Perner (1956) ebenfalls 
einen lamellaren Bau der Primargrana. Wie elektronenmikroskopische Un- 
tersuchungen von Strugger (1957 b) an den Proplastiden des Vegetations- 
kegels von Helodea densa zeigten, besteht auch hier das Primargranum aus 
parallel gelagerten Lamellen. 

Die eigenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an 
0.7 mm bis 1 mm langen Blattchen aus der Knospenregion von Helodea densa 
durchgefiihrt. Ubereinstimmend mit den lichtmikroskopischen Befunden 
konnien die 0,7 bis 1,2 breiten und 1,3 bis 1,8 langen Plastiden der 
Blatt basis zellen als Proplastiden identifiziert werden. Diese Proplastiden 
wiesen keinerlei Formkonstanz auf, sondern waren offensichtlich améboid 
gewesen, wie es auch schon die lichtmikroskopischen Untersuchungen an 
Proplastiden in vivo gezeigt hatten. Jedes Proplastid ist von einer Grenz- 
schicht umgeben, deren doppelte Konturierung an einigen Stellen gut zu er- 
kennen ist (Abb. 1, Pfeil). Das Stromaplasma im Innern der Plastiden er- 
scheint nicht lamelliert. Als Einschlu&kérper konnte Starke beobachtet wer- 
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den. In Abb. 1 weist das Proplastid links unten einen dunklen EinschluB- 
kérper auf, welcher auf Grund der bisherigen Erfahrungen als Starkekorn 
gedeutet werden kann. Analog den Befunden Struggers (1957 b) wurde 
in allen Proplastiden von Helodea densa ein lamellar gebautes Primir- 
granum gefunden. Die etwa 100 A breiten Lamellen liegen meist paarig 
zusammen, wie auch Abb. 1 zeigt. In einem Proplastid sind meist 2 bis 4 
dieser paarigen Lamellenlagen zu beobachten. Die Abstinde dieser Doppel- 
lamellen voneinander variieren betrachtlich. Der Gesamtdurchmesser des 


Abb. 1. Proplastiden von Helodea densa. a 8800fache elektronenmikroskopische Pri- 
marvergroRerung. b Gesamtvergroéferung 26.400, Primarvergréferung 8800. Der 
Pfeil deutet auf die doppelt konturierte Membran. 


aus 2 bis 4 doppelten Lamellen bestehenden Primargranums betragt etwa 
0.25 bis 0.73 u. Mit diesen Dimensionen wiirde das Primargranum dann 
gerade im Lichtmiskroskop sichtbar werden kénnen, so daf auch hier eine 
Bestatigung der lichtmikroskopischen Untersuchungen durch die Elektronen- 
mikroskopie erreicht ist. — Der Feinbau des Cytoplasmas trat infolge der 
zusatzlichen Kontrastierung mit Uranylazetat nach Strugger (1956b) 
deutlich hervor. Im Plasma der jungen Blattzellen von Helodea densa wur- 
den auch schraubig gewundene Bauelemente (Cytonemata nach Strugger 
1957 b) beobachtet. 

Weitere Entwicklungsstadien der Plastiden wurden in der Blatt s pit ze 
0.7 mm bis 1 mm langer Blattchen aus der Knospenregion von Helodea densa 
beobachtet. Diese Plastiden wiesen eine Breite von 2.5 bis 3 uw und eine Lange 
von 3,5 bis 4,5 uw auf. Da sie zudem keine améboide Form besafen und multi- 
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granular waren, handelt es sich hier wahrscheinlich schon um Jungchloro- 
plasten. Auch hier konnte siets eine doppelt konturierte Grenzschicht be- 
obachtet werden. Die Grana hatten eine Gréfe von 0,2 bis 0,8 « und waren 
aus 180 bis 230 A groften, kugeligen ,.Elementareinheiten* aufgebaut, die im 
Abstand von 420 bis 500 A gittertihnlich angeordnet waren. In der Flachen- 
ansicht erschien das Primargranum gitterahnlich gebaut. in Horizontallage 
aber lamelliert. Bei gréeren Plastidenstadien konnte zudem das Auftreten 
von Tragerlamellen zwischen den lamellierten Grana festgestellt werden. 
In Abb. 2b wird die enge Verbindung dieser Tragerlamellen mit denen der 





Abb. 2. a Flachenansicht des Granums eines Jungchloroplasten von Helodea densa. 
b Enge Verbindung von Primargranum und Stromalamellen eines Jungchloroplasten. 
Primarvergréferung 44.000. 


Primargrana deutlichh. — Das Primiargranum der jungen Plastiden von 
Helodea densa besteht demnach aus ,.,flachengitterartigen Lamellen“, wie 
sie von Ley on (1954b) schon fiir die Plastiden von Aspidistra elatior und 
von Heitz (1954) und Perner (1956) in der Plastidenontogenese von 
Chlorophytum gefunden wurden. 


4. Voll entwickelte Chloroplasten 


Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Chloroplasten aus 
alteren Blattern von Helodea densa konnte auf ausfiihrliche Angaben iiber 
den Feinbau von Chloroplasten héherer Pflanzen Bezug genommen werden. 
Das von Strugger (1951) aufgestellte Schema der Chloroplastenstruktur, 
das die geldrollenartige Anordnung der Grana auf Trigerlamellen und die 
submikroskopische Lamellierung aller Systeme im Sinne eines Wiene r- 





Die lichtabhingige Vakuolisation der Chloroplasten 511 


schen Schichtenmischkérpers verdeutlicht, wurde seitdem auch durch elek- 
tronenmikroskopische Untersuchungen voll bestatigt. In der Anfangsphase 
der elektronenmikroskopischen Untersuchungstechnik wurde an isolierten 
Chloroplasten zwar die Lamellierung der Grana bewiesen, aber infolge un- 
geeigneter Methoden wurde die Existenz von Tragerlamellen noch nicht er- 
kannt (Kausche und Ruska 1940, Algera, Beijer, Iterson, 
Karstens und Thung 1947, Granick und Porter 1947, Frey- 
Wyssling und Miithlethaler 1949, Steinmann 1952, Frey- 
Wyssling und Steinmann 1953, Leyon 1953 a, 1953b). Erst nach 
Anwendung schonendster Fixa- 
tion mit Osmiumsiure, gepuffert 
auf pH 7, und mit Hilfe der 
Ultradiinnschnittmethode _ ge- 


Abb. 3. Abb. 4. 


3. Chloroplasten von Helodea densa in schrager Schnittrichtung getroffen. 
PrimarvergréRerung 8800. 
. Chloroplast annahernd in Profilstellung geschnitten. Geldrollenanordnung 
der Grana. PrimarvergréBerung 8800, GesamtvergréRerung 17.600. 


lang es, den Erhaltungszustand der Chloroplasten zu verbessern. Seitdem 
ist sowohl die Lamellenstruktur der Grana als auch die Existenz von Trager- 
lamellen mehrfach eindeutig bewiesen worden (Finean, Sjéstrand und 
Steinmann 1953, Cohen und Bowler 1953, Leyon 1954a, Miihle- 
thaler 1955b, Steinmann und Sjéstrand 1955, Stubbe und 
Wettstein 1955, Hodge, McLean und Mercer 1955, Strugger 
1956a, Strugger und Perner 1956). AuBerdem sind durch elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen von Strugger (1956a) die schon von 
Nageli (1846) beobachtete Chloroplastenmembran und das von Senn 
(1904, 1908) erkannte Peristromium als weitere strukturelle Bestandteile 
des somatischen Chloroplasten belegt. 

Bei den eigenen Untersuchungen an Chloroplasten mit einem Durch- 
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messer von ca. 4 « konnte stets eine durchgehende Lamellierung des Chloro- 
plastengelkérpers festgestellt werden. Dabei unterschieden sich sowohl in 
schriger Schnittrichtung (Abb. 3) als auch in anniahernd getroffener Profil- 
stellung (Abb. 4) oder in Aufsicht des Chloroplasten die Lamellen der 
Grana deutlich von den Tragerlamellen. Bei den Chloroplasten von Helodea 
densa waren dunkle Grenzpunkte zwischen den Granalamellen und den 
‘lrigerlamellen zu beobachten (Abb. 3, 4 und 10). Die geldrollenartige An- 
ordnung der Grana wird in Abb. 4 besonders deutlichh (Strug ger 1951, 


Abb.5. Lamellen und Stromaplasma eines Chloroplasten (nach Kontrastfarbung 
mit Uranylazetat nach Strugger 1956b). PrimarvergréRerung 44.000, Gesami- 
vergréBerung 110.000. 


1956a). Es konnte jedoch nach Fixation mit Osmiumsiaure in der Profil- 
stellung des Chloroplasten keine Abgrenzung der lichtmikroskopisch zu be- 
obachtenden Grana innerhalb der Geldrollenanordnung gefunden werden. 
sondern nur durchgehende Granasaulen (vgl. Strugger 1956a). Diese 
Granasiaulen wiesen dabei in Profilstellung einen maximalen Durchmesser 
von 0.4 bis 0.5 « auf. Eine einzelne Granalamelle mit etwa 100 A. Das von 
Strugger (1956a) fiir die Chloroplasten von Chlorophytum beschriebene, 
nicht lamellierte Peristromium zwischen Membran und Gelkérper des Pla- 
stids wurde auch stets bei den Chloroplasten von Helodea densa in einer 
Breite von 0.2 bis 0.3 u beobachtet. Ebenfalls war stets eine Abgrenzung 
der Chloroplasten durch eine 150 bis 250 A breite, doppelt konturierte 
Grenzschicht festzustellen. In allen Chloroplasten waren 600 bis 800 A 
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groke, stark osmiophile .Granula* eingelagert, die nicht weiter gedeutet 
werden konnten. 

Neben der blofen Fixation mit Osmiumsaure wurden nun auch Unter- 
suchungen durchgefiihrt, bei denen eine zusitzliche Kontrastierung mit 
Uranylazetat nach Strugger (1956b) vorgenommen wurde. 

Strugger (1956b) erweiterte die elektronenmikroskopische Unter- 
suchungstechnik an osmiumsaurefixiertem Material durch ein zusatzliches 
Kontrastierungsverfahren mit 2%iger Uranylazetatlésung. Nach bisherigen 
Untersuchungen von Strugger (1956b. 1956c, 1957a, 1957b, 1957 6c, 
1957 d), Butterfass (1957), Strugger und Lindner (1959) werden 
hierbei die Elemente des Cytoplasmas, des Zellkerns, der Chloroplasten und 





Abb. 6. Chloroplast von Helodea densa in Profilstellung Nach zusatzlicher Kontra- 

stierung mit Uranylazetat wird die durchgehende Lamellierung des Gelkérpers noch 

deutlicher. Das zwischen den Lamellen eingelagerte Stromaplasma ahnelt auffallend 

den Bauelementen des Cytoplasmas. PrimarvergréRerung 8800, GesamtvergréRe- 
rung 37.000. 


der Chondriosomen und Spharosomen scharfer fokussierbar. Strugger 
(1956c, 1957c) konnte mit Hilfe dieses Kontrastverfahrens erstmalig 
schraubig gewundene Faden als sublichtmikroskopische Bauelemente des 
Cytoplasmas nachweisen. 

In den eigenen Untersuchungen trat durch die Behandlung mit Uranyl- 
azetat die Lamellenstruktur der Chloroplasten so deutlich hervor, da noch 
bei einer tiber 100.000fachen Vergréferung eine deutliche Bildwiedergabe 
erzielt wurde (Abb. 5). In Abb. 6 ist ein Chloroplast dargestellt, der in 
Profilstellung geschnitten wurde. Der Gelkérper des Plastids ist durch- 
gehend lamelliert. Die leeren Raiume zwischen den Lamellen sind wahr- 
scheinlich Praparationsartefakte. Zwischen jeweils 8 bis 10 meist paarig 
zusammengelagerten Lamellen von etwa 100 A Dicke ist das nicht lamel- 
lierte Stromaplasma zu erkennen. Die Struktur des Stromaplasmas war 
nach Fixation mit Osmiumsaure allein nicht auflésbar, Erst nach zusatz- 

Protoplasma, Bd. LI/4 36 
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licher Kontrastierung mit Uranylazetat ist das Strema deutlich zu beob- 
achten. Die Bauelemente erweisen sich hierbei als Faden, welche schraubig 
gewunden zu sein scheinen, wie in Abb.6 in Richtung des Pfeiles sichtbar 
wird. Hier ist ein Schraubenlangsschnitt und ein Halbring (Schraubenquer- 
schnitt) zu sehen. Diese fadig strukturierte Stromaplasmasubstanz ist in 
Profilstellung des Chloroplasten in einer Breite von 0,08 bis 0,25 « zwischen 
den horizontal gelagerten Lamellen angeordnet. Méglicherweise ist so mit 
Hilfe der Uranylkontrastierung auch die lichtmikroskopisch sichtbare Ab- 
grenzung der einzelnen Grana zu erklaren. Auf Grund der Osmiumsiaure- 
fixation allein war auch nur eine Anordnung der Granalamellen in durch- 
gehenden, senkrecht zur Lamellenebene verlaufenden Granasiulen gefunden 
worden (Abb. 4). Erst nach Uranylkontrastierung wurde auch das Stroma- 
plasma elektronenmikroskopisch auflésbar, und damit lie® sich nun eine 
Ubereinstimmung der licht- und der elektronenmikroskopisch festgestellten 
Anordnung der einzelnen Grana des Chloroplasten erreichen. 


5. In Nikotinlésungen belichtete, vakuolisierte Chloroplasten 


Die elektronenmikroskopische Untersuchung vakuolisierter Chloro- 
plasten erfolgte an dlteren Blattern von Helodea densa, welche 2 bis 
4 Stunden in Nikotinlésung 1 : 3000 bei 12.000 Lux belichtet worden waren. 
Da jedoch bisher noch nicht von einer Fixation vakuolisierter Chloroplasten 
berichtet worden ist, mufte zunachst eine lichtmikroskopische Priifung der 
12 Stunden in Osmiumsiaure (pH 7) fixierten Blattstiickke von Helodea vor- 
genommen werden. Es zeigte sich. daB die Vakuolen durch die Fixierung 
nicht zerstért wurden. Es war im Lichtmikroskop kein wesentlicher Unter- 
schied gegeniiber dem Aspekt in vivo festzustellen. Nach der Fixation wur- 
den dann die Blattstiicke in der eingangs erwahnten Weise in die Alkohol- 
reihe steigender Konzentration gebracht. Danach erfolgte wieder eine licht- 
mikroskopische Untersuchung. Die Alkoholbehandlung hatte lediglich zu- 
weilen ein Schrumpfen der Plastidenmembran bewirkt, aber sogar die Peri- 
stromiumfaden waren auch danach noch wie in vivo festzustellen (Abb, 8b). 
Aus dem absoluten Alkohol wurden die Blattstiicke dann in die Methacry- 
late iibertragen. Das Methacrylatgemisch konnte auch 24 Stunden bei 45°C 
unter dem Deckglas zum Erstarren gebracht werden, ohne daft die vakuoli- 
sierten Chloroplasten der darin eingebetteten Blattstiicke im Lichtmikroskop 
wesentliche Veranderungen zeigten (Abb. 7 b, 8b. 9 b). 

Die elektronenmikroskopische Aufnahme in Abbildung 7 ¢ zeigt vakuoli- 
sierte Chloroplasten nach 2 Stunden Belichtung in Nikotinlésung 1 : 3000. 
Bei diesem ersten charakteristischen Stadium der Plastidenvakuolisation 
(vgl. Lindner 1959) hat sich die Chloroplastenmembran schon deutlich 
vom Gelkérper abgehoben. Die Deformation durch die Alkoholbehandlung 
nach der Fixation macht sich natiirlich im elektronenmikroskopischen Bild 
mehr bemerkbar als im Lichtmikroskop. Bei einem der Chloroplasten ist 
zwischen den stark zusammengedrangten Lamellen des Gelkérpers ein 
Starkekorn eingebettet (Abb. 7 c. links). Der vakuolisierte Teil des Chloro- 
plasten zwischen Gelkérper und abgehobener Membran erscheint auch im 
elektronenmikroskopischen Bild leer. Abbildung 8 ¢ zeigt vakuolisierte Chlo- 
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roplasten nach 4 Stunden Belichtung in Nikotinlésung 1 : 3000. Bei diesen 
stirker ausgepragten Vakuolisationsstadien mit einem Durchmesser bis zu 
7 schien der Gelkérper durch die Vakuolisation schon allseitig gedehnt 


Abb. 7. Vakuolisierte Chloroplasten von Helodea densa nach 2 Std. Belichtung in 
Nikotinlésung 1 : 3000. a Lichtmikroskopisches Bild, lebend, ungefarbt, b Nach Fixa- 
tion, Dehydrierung in Alkohol und Einbettung in Methacrylat. Lichtmikroskopisches 
Bild. ¢ Elektronenmikroskopische Aufnahme bei 8800facher Primarvergréferung. 


und gelockert worden zu sein, so daB die Lamellen raumlich voneinander ge- 
trennt worden waren (vgl. Lindner 1959). Die durchgehende Lamel- 


a b 
Abb. 8. Vakuolisierte Chloroplasien nach 4 Std. Belichtung in Nikotinlésung 1 : 3000 
bei 12.000 Lux. a Ungefiarbt, lebend, lichtmikroskopische Aufnahme. b Nach Fixa- 
tion, Einbettung in Methacrylat, lichtmikroskopisches Bild. c Elektronenmikrosko- 
pische Aufnahme. PrimarvergréRerung 8800. 


lierung des Chloroplastengelkérpers war méglicherweise daher nicht mehr 
in einem Ultradiinnschnitt sichtbar geworden. Dieses Problem sollte noch 
mit Hilfe der zusatzlichen Kontrastierung durch Uranylazetat naher unter- 
sucht werden. 
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Nach der Kontrastfarbung waren auch die Lamellensysteme der vaku- 
olisierten Chloroplasten schirfer fokussierbar. Abbildung 9¢ zeigt Lamellen 
eines nach 4 Stunden Belichtung in Nikotinlésung 1 : 3000 vakuolisierten 
Chloroplasten. Bei diesem gréRten, charakteristischen Vakuolisationsstadium 
von 9 bis 14,4 Durchmesser war im Lichtmikroskop eine netzartige Auf- 
blatterung des gesamten Gelkérpers festzustellen (Abb. 9 a). Durch Beurtei- 
lung von Schnittserien im Elektronenmikroskop konnte die Vermutung be- 
statigt werden, daft bei der Vakuolisation eine Auflockerung und Ausdeh- 
nung der Lamellensysteme und des Stromaplasmas erfolgt. Daher waren 


Abb. 9. Vakuolisierte Chloroplasten nach 4 Std. Belichtung in Nikotinlésung 1 : 3000. 

GréBies Vakuolisationsstadium von 9 bis 14 « Gesamtdurchmesser. a Lebend. ge- 

farbt. im Lichtmikroskop. b Nach Fixation, Einbettung in Methacrylat, im Licht- 

mikroskop. c Elektronenmikroskopisches Bild, Primarvergréerung 8800, Gesamt- 

vergréBerung 44.000. d PrimarvergréBerung 8800, Gesamtvergréferung 79.200. 
La = Lamellen, Str = Stroma. 


mit einem Ultradiinnschnitt immer nur kurze Stiicke der raumlich gedehn- 
ten Lamellen getroffen worden (Abb. 9c). Bei der Vakuolisation war der ge- 
samte Lamellenapparai aufgelockert worden, auch das Stromaplasma hatte 
eine Aufquellung erfahren. Ein Vergleich mit dem Schema in Abb. 16, 
Lindner 1959, veranschaulicht diesen Vorgang der Auflockerung der 
Lamellen, die aber als solche nicht zerstért werden, wie auch Abb, 9 zeigt. 
Die Dimensionen der Lamellen vakuolisierter Chloroplasten stimmen eben- 
falls noch mit denen der nicht vakuolisierten Chloroplasten iiberein. Eine 
einzelne Elementarlamelle vakuolisierter Chloroplasten miBt etwa 100 A. 
Das nicht lamellierte Sitromaplasma, welches bei den Chloroplasten unbe- 
handelter Kontrollen nach Kontrastierung mit Uranylazetat deutlich von 
den Lamellen unterschieden werden konnie (Abb. 6), trat bei den vaku- 
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olisierten Chloroplasten kaum noch hervor. Offenbar hatte auch das Stroma- 
plasma vakuolisierter Chloroplasten eine Auflockerung erfahren, so da 
mit einem Schnitt nur wenig Stromaplasma getroffen werden konnte 
(Abb. 9d). Bei der Vakuolisation hatten also die Bauelemenie des Chloro- 
plasten eine Dislozierung erfahren, aber die lamellare Ordnung als solche 
war nicht zerstért worden. 


6. Reversibilitét der Vakuolisation der Chloroplasten 


Es war nun von Interesse. den Riickgang der Vakuolen auch im Elek- 
tronenmikroskop zu untersuchen. Bei der lichtmikroskopischen Priifung des 


t 
r 





Abb. 10. Ehemals vakuolisierte Chloroplasten von Helodea nach 10 Tagen Aufent- 
halt in Leitungswasser. Geldrollenartige Anordnung der Granalamellen. Primiar- 
vergroRerung 8800, GesamtvergréBerung 35.200. 


3 Stunden lang in Nikotinlésung 1 : 3000 belichteten Blattmaterials erschie- 
nen nach 10 Tagen Aufenthalt in Leitungswasser 92% aller Chloroplasten 
nicht mehr vakuolisiert, und sie unterschieden sich durch nichts von den 
Chloroplasten der Kontrollen. Bei der elektronenmikroskopischen Unter- 
suchung zeigten diese Chloroplasten ebenfalls den gleichen Feinbau wie die 
der unbelichteten Kontrollen. In Abb. 10 wird die Anordnung der Grana- 
lamellen in Geldrollen auch bei diesen ehemals vakuolisierten Chloroplasten 
deutlich. Zwischen den Lamellen der Granasaiulen und den Tragerlamellen 
sind wieder die dunklen Grenzpunkte sichtbar, wie sie Strug ger (1956a) 
fiir die Chloroplasten von Chlorophytum beschreibt. Die bei den unbelich- 
teten Kontrollen beobachteten stark osmiophilen .Granula* von 600 bis 
800 A Durchmesser waren auch im Gelkérper dieser ehemals vakuolisierten 
Chloroplasten eingelagert. Das Peristromium zwischen der Membran und 
dem lamellierten Gelkérper zeichnete sich im allgemeinen deutlicher ab 
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als bei den Chloroplasten der Kontrollen. In einigen Fallen war es sogar 
bis zu 1,5 u breit (Abb. 11). Die Haufigkeit der Plastiden mit extrem ver- 
gréBertem Peristromium lag ungefahr bei dem Prozentsatz von 8%, welcher 
nach 10 Tagen Aufenthalt in Leitungswasser lichtmikroskopisch noch vaku- 
olisiert erschien. Jeder Chloroplast war begrenzt von einer doppelt kontu- 
rierten, insgesamt etwa 300 A breiten Grenzschicht. 

Generell erwies sich also die Vakuolisation der Plastiden auch elek- 
tronenmikroskopisch als 
reversibler Vorgang intra 
vitam, nicht aber als Zer- 
st6rung der Bauelemente 
des Chloroplasien. 

Der  Vollstandigkeit 
halber sollen noch Unter- 
suchungen an einem wei- 
teren Stadium der Plasti- 
denentwicklung mitge- 
teilt werden. Es handelt 
sich um die bei altern- 
den Blattern von Helodea 
festgestellten vergilbten 
Plastiden. Die Altersme- 
tamorphose der Chloro- 
plasten bis zum vergilb- 
ten Plastid wurde seit der 
Beschreibung der Vergil- 

bungserscheinungen 
durch v. Mohl (1837) 
lichtmikroskopisch un- 
tersucht (zus. Lit. K ii- 
ster 1956). Uber elek- 

Abb. 11. Ehemals vakuolisierter Chloroplast von tronenmikroskopische 

Helodea nach 10 Tagen Aufenthalt in Leitungs- Untersuchungen zu die- 

wasser. Peristromium extrem vergréfert bis zu 

1.13. Breite, PrimarvergréRerung 8800, Gesamtver- 
groBerung 17.600. 


sem Problem wurde noch 
wenig berichtet., es diirfte 
vielleicht hier die Arbeit 
von Krey-Wissling 
und Kreutzer (1958) Erwahnung finden. Bei der Entwicklung der 
Chromoplasten in den Bliiten von Ranunculus repens werden Plastiden be- 
obachtet. zwischen deren Lamellen homogene osmiophile Globuli gebildet 
werden. Diese Globuli zerstéren — nach Frey-Wyssling und Kreut- 
zer (1958) — allmahlich die Lamellen. Grund fiir die Bildung der Globuli 
ist Lipophanerose (Dangeard 1947 e.a.). 


Die eigenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an 
Blatimaterial durchgefiihrt, welches in der folgenden Weise behandelt wor- 
den war: 

Sprosse von Helodea densa wurden durch mehrwochigen Aufenthalt in 
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stagnierendem Wasser experimentell zum Vergilben gebracht. Die vergilb- 
ten Blatter wurden anschlieBend in der eingangs beschriebenen Weise fiir 
die elektronenmikroskopische Untersuchung vorbereitet. Die untersuchien 
Plastiden wiesen eine Linge von 2.2 bis 3.4 u und eine Breite von t bis 1.8 « 
auf. Wie Abb. 12 zeigt, waren in einer stark csmiophilen Grundsubstanz 
dieser Plastiden heller kontrastierte .Globuli* mit 
einem maximalen Durchmesser von 0,45 bis 0.55 w 
eingebettet. Diese helleren ..Globuli* diirften mit 
den im Lichtmikroskop beobachteten, stark licht- 
brechenden ,kugeligen Kérpern* vergilbter Pla- 
stiden identisch sein (vgl. Lindner 1959). Bei a 
keinem vergilbten Plastid konnte eine Lamellie- | 
rung beobachtet werden. In Abb. 12 wird auch die 
° e . 9 ¢ i ‘ > 
Abgrenzung des vergilbten Plastids durch eine Abb. 12. Plastid aus 
ae . . . . . experimentell vergilb- 
stirker osmiophile Grenzschicht deutlich. és 
‘ : é ; ; ten Helodea-Blattern. 
Generell ergibt die elektronenmikroskopische ERR HEED 
U | V s ; Primarvergréferung 
ntersuchung der ergilbung des Chloroplasten 800 (-——1 1 u). 
von Helodea densa eine Reduktion von Substanz 
und Ordnung der Strukturelemente, parallel zu der lichtmikroskopisch fest- 
gestellten Abnahme der Funktionsfahigkeit mit fortschreitender Vergilbung. 


Zusammenfassung 


1. In den Proplastiden von Helodea densa sind elektronenmikroskopisch 
etwa 100 A breite, paarig gelagerte Lamellen erkennbar. Jeweils 2 bis 4 
dieser Doppellamellen bilden ein Primargranum, welches mit einem Durch- 
messer von 0,23 bis 0,75 w gerade im Lichtmikroskop sichtbar werden diirfte. 
Das Stromaplasma erscheint nicht lamelliert. Jedes Proplastid ist auerdem 
von einer doppelt konturierten Grenzschicht umgeben. Oft wird ein Starke- 
korn als Einschlufkérper beobachtet. 

2. Grana weiterer Entwicklungsstadien der Plastiden bestehen aus 
flichengitterartigen Lamellen. Die 0,2 bis 0,8 u grofen Grana sind aus 180 
bis 230 A grofen, kugeligen Elementareinheiten aufgebaut, die im Abstand 
von 420 bis 500 A flachengitterartig angeordnet sind. Fortgeschrittenere 
Stadien zeigen die Ausbildung von Tragerlamellen, ausgehend von den 
Grana. 

3. In den Chloroplasten wird die geldrollenartige Anordnung der etwa 
100 A breiten Granalamellen zu 0,4 bis 0,5 u breiten Granasiulen beobachtet, 
die durch dunkle Grenzpunkte von den Tragerlamellen abgesetzt sind. Es 
wird das Vorhandensein eines 0,2 bis 0.2 u breiten Peristromiums und einer 
doppelt konturierten, insgesamt etwa 300 A breiten Grenzschicht festgestelli. 

4. Bei zusatzlicher Kontrastierung mit Uranylazetat nach Strugger 
(1956 b) tritt auch das nicht lamellierte Stromaplasma in einer Breite von 
0,08 bis 0,25 « deutlich zwischen jeweils 8 bis 10 der Lamellen hervor. Die 
Bauelemente des Stromaplasmas sind Faden. welche im Schnittbild schrau- 
big gewunden erscheinen. 

3. Die Vakuolisation der Chloroplasten durch Belichtung in Nikotinlésung 
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erweist sich auch elektronenmikroskopisch nur als Auflockerung und Dislo- 
zierung, nicht aber als Zerstérung der Bauelemente des Chloroplasten. Alle 
Vakuolisationsstadien sind reversibel bis zur urspriinglichen Geldrollen- 
struktur der Chloroplasten. Nur ein geringer Prozentsatz ehemals vakuoli- 
sierter Plastiden zeigt bei vollstandig wiederhergestellter Ordnung der 
Lamellarstruktur ein extrem vergréRertes Peristromium. 

6. In den vergilbten Plastiden von Helodea densa werden 0,45 bis 0,55 wu 
groBe, kugelige .,.Globuli* in einer dunkleren, nicht lamellierten Grundsub- 
stanz festgestellt. Die Plastiden sind von einer starker osmiophilen Grenz- 
schicht umgeben. 


Die vorliegende Arbeit wurde als Teil einer Dissertation am Botanischen 
Institut der Universitat Miinster (Westfalen) ausgefiihrt. 

Meinem hochverehrien Lehrer, Herrn Prof. Dr. S. Strugger, bin ich 
fiir die Uberlassung des Arbeitsplatzes und fiir die standige Férderung 
meiner Arbeit zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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I. Einleitung und Methodik 


Die Vielfalt der Standorte von Pilzfruchtkérpern und die verschiedenen 
klimatischen Voraussetzungen ihres Erscheinens lassen die Frage auf- 
kommen, ob sich diese Verhaltnisse auch in Unterschieden des osmotischen 
Wertes der einzelnen Pilzarien zeigen. 

Fiir meine Untersuchungen habe ich Pilze aus der Sandsteinzone des 
Wienerwaldes (Rekawinkel, Salmannsdorf) und den Kalkbergen der Ther- 
menalpen (Médling) verwendet. Es waren Blatterpilze aus Laub- und 
Nadelwald. Zum Bestimmen dienten die Werke von Haas (1951, 1953), 
Lange (1940), Moser (1955) und Ricken (1910) 1. 

Die Pilze wurden in Dosen transportiert und in geschlossenen Glas- 
schalen an einem kiihlen Ort im Pflanzenphysiologischen Institut auf- 
bewahrt. Sobald als méglich wurde der osmotische Wert der Pilzfrucht- 
kérper gemessen, wozu aus dem Plektenchym des Strunkes mit einem 


1 Beziiglich der neueingefiihrten Synonyme sei auf Moser (1955) verwiesen. 
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Reichert-Schlittenmikrotom Schnitte von durchschnittlich 40 bis 60 u Dicke 
hergestellt wurden. Dazu wurde ein etwa 1 cm/0,5 cm/ 0,5 cm groRes Langs- 
stiick aus der oberen Halfte des Strunkes genommen. Diese Schnitte ent- 
hielten etwa zwei bis fiinf unverletzte Hyphenlagen iibereinander zwischen 
ziemlich beschidigten Deckschichten. Jede Hyphe zeigte eine grofe Anzahl 
vollstandiger Zellen. Von Entliiftung wurde abgesehen, um keine weitere 
Schidigung herbeizufiihren. Das Schneiden erfolgte meist in schwach kon- 
zentrierter Traubenzuckerlésung. 

Fiir die eigentliche Messung des osmotischen Wertes belief ich die 
Schnitte mindestens 15 Min. in der jeweiligen Traubenzuckerlésung, da 
normalerweise bis zu diesem Zeitpunkt das osmotische Gleichgewicht er- 
reicht worden war. Ich verwendete volummolare Traubenzuckerlésungen 
(reinster Traubenzucker in bidest. Wasser gelést) in Abstufungen von je 
einem Zehntel zwischen 0,2 und 1,0 mol TRZ sowie 1,5 und 2,0 mol Trauben- 
zucker. 

Die Werte wurden mittels der plasmometrischen Methode von Héfler 
(1918) gewonnen. Die meisten Pilzzellen besafen zylindrische Gestalt, die 
kontrahierten Protoplasten stark gekriimmte Polkappen. Die Wirkung der 
UnregelmafRigkeiten der Zellen suchte ich durch eine gréfere Zahl von 
Messungen (mindestens 10 fiir einen Wert) auszuschalten. Waren die Zellen 
einer Pilzart zur plasmometrischen Messung nicht geeignet, so ermittelte ich 
den Wert der Grenzplasmolyse in den verschieden konzentrierten Trauben- 
zuckerlésungen. 

Es ist méglich, da die Schaumstruktur des Pilzplasmas (Krisai- 
K ny rim 1959) die absolute Vergleichbarkeit mit osmotischen Werten an- 
derer Pflanzen nicht zula®t. Fiir die Pilze selbst diirften diese Zahlen aber 
brauchbare Vergleichswerte darstellen. 


II. Wirkungen des osmotischen Milieus 


a) Osmotische Werte der Fruchtkérperhyphen 


Die erste und bisher umfangreichste Studie iiber Saugkraft und Wasser- 
versorgung einiger Hutpilze stammt von A. Ursprung und G. Blum 
(1925). Die Saugkrafte schwankten zwischen 2,6 und 14,3 Atmosphiren und 
waren im Mittel etwa 6,4 Atm grof. Die Verteilung der Saugkrafte in den 
Fruchtkérpern der Hutpilze ahnelte der in héheren Pflanzen. Es bestand 
eine Zunahme von unten nach oben und von innen nach aufen. Grehn 
(1932) erzielte mit KCl recht gute Plasmolysen an Substrathyphen von 
Phycomyces. Kirchheimer (1933) plasmolysierte Fruchtkérperhyphen 
von Phycomyces mit Rohrzuckerlésungen. W. Lenz (1924) untersuchte 
Zoosporangien von Saprolegnia und Adilya in Traubenzucker, Ca(NO,), und 
MgCl, sowie in anderen Plasmolyticis. K uc har (1950) studierte das Plas- 
molyseverhalten von Oospora lactis. Er fand, da die Plasmolyse bei diesem 
Pilz weitgehende Anderung der Plasmakonfiguration herbeifiihrte. F. v. 
Hofe (1933) gab Werte der Grenzplasmolyse fiir verschiedene Stoffe bei 
Psalliota campestris an. 





Uber das osmotische Verhalien von Basidiomyceten-Hyphen 


Osmotische Werte mittelalter Pilze?2 





| y | 
po Bataws Stiel | Hut | Stiel auBen 


| | | ecm cm Osmot. Wert 
ort | 
| 


| lang | breit |o1TRZ| Atm 





Clitocybe aggregata (Schaeff.) LW . 10. | } — 0,5 
Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél. | LW | 10. 10. . — | 0,54 
Clitocybe laccata (Scop.) Fr. var. ame- | | | 
thgstmn (Poly. 3. ee se ke | Ee ae: | 0,53 
Cortinarius suillus Fr. . ..... . | LW | 27. 10. 55 | | 0,63 
Hydrocybe bicolor (Cke.) . . . . . . | LW | 24. 10. | 0,5 
Limacium chrysodon (Batsch) Fr. . . | LW | 14. 11. | @ | Ge 
Limacium chrysodon (Batsch) Fr. . . | LW | er ee. 0,48 
Marasmius oreades (Bolt. ex Fr.) Fr. | Wiese | 24. 5. | 0,55 
Mycena pura (Pers. ex Fr.) Quél. . . | LW | 0,45 
Peziza sp... . Bs 6" el ea en | 28. 5. | 7,5 0,6 
Hitiieistien oni. Fr. osc ece | ESE) 88, 5 | 0,52 


Camarophyllus leporinus (Fr.) Karst . | LW | 17. 11. e.| 3,5 0,5 
| 
| 


Phlegmacium aurantio-turbinatum 
(Secr. ex Lge). ... Se, Vale Shiv LW « 10. | 0,4 
Phleg. caesiocyaneum (Britz) i oe | tae | 0,43 
Phleg. nemorensis (Fr. ex Lge) . . . | LW | 16. 10. | 0,5 
Phleg. tabulare Fr... . . . LW | 27. 10. 55 | | | 0,36 
Pholiota squarrosa (Pers. ex Fr.) Quél. | | 16. 10. | | 0,48 
Pluteus cervinus (Schaeff. ex Secr.) Fr. | LW 2G: . 0,6 
Pluteus chrysophaeus (Schaeff. ex | 


Lasch) Quél. ... . LW | 16. 10. 55 | | 0,62 
Polyporellus arcularius (Batsch ex : Fr.) | 
eas: Ez 0,59 | 15,4 
Psalliota campestris L. . . . ... . ‘Kultur 21. 3. | 0,59 | 15,4 
Psalliota campestris L. . ..... . Es | 0,53 | 13,9 


Russula cyanoxantha Schff. ex Fr. . . | 25. 10. 0,5 | 12,9 
Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) 

| Ree tae pyr ee . 10. | 5 | 0,43 | 10,7 
Tricholoma nudum (Bull.) Fr. ee eae . £C. | | 0,6 | 12,9 
Tricholoma personatum Fr... .. . | . 10. | 0,6 | 15,5 

Diese Tabelle enthalt die osmotischen Werte etwa mittelgrofer, frischer 
Pilze vom Herbst 1955 und 1956. Die Werte sind daher wohl vergleichbar. 

Die osmotischen Werte dieser Pilzgruppe schwanken zwischen 0,36 und 
0,63 mol TRZ, das sind 9 und 16,5 Atm. Das Mittel betragt etwa 0,52 mol 
TRZ oder 13 Atm. 

Die Unterschiede zwischen den osmotischen Werten der einzelnen Pilz- 
arten sind ziemlich grof. Bei bodenbewohnenden Arten sind die osmotischen 
Werte nieder: Mycena pura (Pers. ex Fr.) Quél. 0.45, Phlegmacium aurantio- 
turbinatum (Secr. ex Lge.) 0,4, Phlegmacium caesiocyaneum (Britz) 0,43, 





2 Die Bezeichnung »jung, mittel, alt usw.“ bezieht sich auf das Alter der Pilze 
beim Pfliicken. ,,Frisch, lange gelagert“ bezeichnet den Zeitraum zwischen Pfliicken 
und Untersuchung. 
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Phlegmacium tabulare Fr. 0,36, Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) Quél. 
0.43, Limacium chrysodon (Batsch) Fr. 0,48 mol TRZ. Bei Holzbewohnern 
sind sie dagegen hoch: Polyporellus arcularius (Batsch ex Fr.) Pil. 0,59, 
Pluteus cervinus (Schaeff. ex Secr.) Fr. 0,6, Pluteus chrysophaeus (Schaeff. 
ex Lasch.) Quél. 0,62 mol TRZ. 


Osmotische Werte junger Pilze 





| em em Osmot. Wert 
| 


| 
| 
| 


Name Stand-) 


Datum | Stiel | Hut Stiel auBen 
ort | 


| lang | breit molTRZ| Atm 
0,56 14,3 
0,57 | 14,5 
0,64 | 16,6 
0,68 | 17,8 





Boletus edulis (Bull. ex Fr.) . : 
Camarophyllus leporinus (Fr.) Karst . 


or ot 
or 


oO 
oo 


Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél. 
Cortinarius suillus Fr. 
Limacium chrysodon (Batsch) Fr. | 0,46 11,7 
Phlegmacium tabulare Fr. ... . LW | 2 0,46 11,7 
Pholiota squarrosa (Pers. ex Fr.) Quél. MW | 16. 10. 56 3 J 0,61 15,6 
Psalliota campestris L. . . ... . . ‘Kultur ae 2,£ 0,6 | 15,5 
Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) 

aaa Ho OEA ae LW . 10. 52 : 0,46 11,7 
Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) 

IRI PA Nad oat 8 fas. is ales LW | 30. 10. 52 6 4,5 0,42 10,6 
Tricholoma georgii (Clus.). . . . . . | Wiese| 24. 5. 7 5 0,6 | 15,5 


oor ot 
or or or 


Die jungen Pilze sind ganz allgemein durch hohe osmotische Werte aus- 
gezeichnet. Bei 70% der untersuchten Pilze liegen sie um 0,6 mol TRZ. Das 


Osmotische Werte alter Pilze 





cm em | Osmot. Wert 
Datum Stiel | Hut | Stiel auBen 


| lang | breit ‘molTRZ| Atm 


Stand-| 
| t | 





Boletus chrysenteron (Bull.) Fr... . | NW b 90,88 — ad 0.4 | 10,3 
Camarophyllus leporinus (Fr.) Karst. | | 17. 11. : i 0,53 | 13,9 
Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél. | . 10. 55 | ; 0,4 10,3 
Clitoeybe phyllophila (Fr.) Quél.. . . | 26. 10. 55 | ~ | 0,63 | 16,5 
Dermocybe cinnabarina (Fr.) . . . . | - 10. 55 | 0,32 | 8,0 
Hydrocybe bovina (Fr.). ...... | 25. 10. 55 | — 0,49 | 12,8 
Hygrophorus leucophaeus (Scop.) Fr. . | | 14. 10. 55 | - | 0,6 | 15,5 
Lactarius deliciosus (L. ex Fr.) Gray | b. 10. 55 = ~ 0,55 | 14,2 
Limacium chrysodon (Batsch) Fr. . . | . 11. 55 ; 0,41 | 10,4 
Phlegmacium argutum Fr. .. . ae a 4,5 | § | 0,47 | 11,9 
Phlegmacium sulfurinum (Quél.) Ricken | 24. 10. § | 0,56 | 12,9 
Psalliota campestris L. ....... j . 56 2,6 5 | 0,61 15,6 
Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) | 

ae ; | 31. 10. 2 5 | 0,44 | 11,5 
Stropharia squarrosa une ex Fr. ) Quél. | 25. 10. = | 0,33 8,7 
Tricholoma terreum (Schaeff. ex Fr.) | 4 . 5s . - 0,55 | 14,2 
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Mittel der osmotischen Werte betragt 0,55 mol TRZ oder 14,3 Atm. Es ist 
so nieder, da einige Pilzarten in allen Altersstufen, also auch im Jugend- 
stadium, niedere Werte aufweisen: Limacium chrysodon (Batsch) Fr. 0,46. 
Phlegmacium tabulare Fr. 0.46 und Stropharia aeruginosa (Curt ex Fr.) 
Quél. 0,42 mol TRZ. 

Bei alten Pilzen zeigt sich ein generelles Absinken der osmotischen 
Werte. Das Mittel liegt nur mehr bei 0,48 mol TRZ oder 12.6 Atm, die 
Extremwerte erreichen 0,63 und 0,32 mol TRZ. Einen auffallend geringen 
Wert besaf{ Dermocybe cinnabarina (Fr.), ein ausgesprochener Boden- 
bewohner. 


Osmotische Werte verschieden alter Pilze derselben Art 





Name Jung | Mittel | Alt | S.alt| | Bemerkungen 





Camarophyllus leporinus (Fr.) Karst. 0,57 | 0,5 0,53 | geringe Abnahme 
Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél. | 0,64 | 0,54 0,4 | Abnahme 
Clitocybe nebularis (Batsch. ex Fr.) 

Quél. Z Pc ARE ere ht oe Ee 0,52 0,5 | geringe Schwankung 
Cortinaris suillus Fr... .... . . | 0,68 | 0,63 | Abnahme 
Limacium chrysodon (Batsch.) Fr.. . | 0,46 | 0,5 48 0,41 | Zu- und Abnahme 
Phlegmacium argutum Fr. .... . 0,52 0,47 | Abnahme 
Phlegmacium tabulare Fr... . . . . | 0,46 | 0,36 Abnahme 
Pholiota squarrosa (Pers. ex Fr.) Quél. | 0,61 | 0,48 | starke Abnahme 
Psalliota campestris L. . ..... . | 0,6 0,59 | 6 geringe Schwankung 
- | 0,6 
Stropharia aeruginosa (Curt. ex Fr.) 

re een erareiren ear). 5 geringe Schwankung 

| 0,42 


Bei 70% der untersuchten Pilzarten ist eine mehr oder minder starke 
Abnahme des osmotischen Wertes mit dem Altern festzustellen. Mit einer 
Ausnahme (Limacium chrysodon |Batsch| Fr.) liegt der héchste Wert im 
jiingsten Pilzexemplar. Besonders starke Abnahme zeigen Clitocybe 
geotropa (Bull. ex Fr.) Quél., Phlegmacium tabulare Fr. und Pholiota 
squarrosa (Pers. ex Fr.) Quél. 

Bei einigen Pilzarten nimmt der osmotische Wert mit dem Alter nicht 
ab; es gibt nur geringe Schwankungen im Laufe des Lebens des Fruchi- 
kérpers: Psalliota campestris L. (Kultur) und Stropharia aeruginosa (Curt. 
ex Fr.) Quél. Allerdings handelt es sich hier um Pilze, die bei ausge- 
sprochen feuchter Witterung (Stropharia aeruginosa) gesammelt worden 
sind, oder um kultivierte Champignons, die stets in feuchter Luft gehalten 
werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse: 


1. Die osmotischen Werte von Pilzen mittleren Alters liegen durchsdhnitt- 
lich bei 0.52 mol TRZ oder 13 Atm. Sie schwanken zwischen 0,36 und 
0,63 mol TRZ (9 und 16,5 Atm), wobei Holzbewohner zumeist héhere Werte 
aufweisen als Bodenbewohner. 
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2. Junge Pilze besitzen zu 70% hohe osmotische Werte 0,6 mol TRZ 
oder 14,3 Atm. 

3. Bei alten Pilzen ist ein Absinken der osmotischen Werte zu beob- 
achten. Es zeigt sich besonders deutlich bei den oberen und unteren Ex- 
tremen: 0,32 und 0,63 mol TRZ (8 und 16 Atm). 

4, Pilze derselben Art zeigen in verschiedenen Altersstufen zwei Ver- 
haltensweisen: 

a) Abnahme des osmotischen Wertes vom jiingeren zum ilteren Pilz. 

b) Geringe Veranderung in allen Altersstufen. 

Pilzfruchtkérper haben also im allgemeinen verhiltnismaRig hohe osmo- 
tische Werte. Diese erméglichen ihnen wohl die rasche und reichliche Auf- 
nahme von Wasser. Holzbewohner, die unter gréferen Schwierigkeiten 
das nétige Wasser beschaffen miissen, haben dementsprechend viel héhere 
osmotische Werte als Bodenbewohner. 

Sehr haufig ist das Altern der Fruchtkérper mit der Abnahme des 
osmotischen Wertes verbunden. Das ist wohl zum Teil eine Begleiterschei- 
nung der Abgabe von Reservestoffen und osmotisch wirksamen Substanzen 
aus den Hyphenzellen des Strunkes an das Hymenium und die Sporen. 


b) Resistenz des Plasmas gegen Traubenzucker- 
plasmolyse 


Bei plasmolytischen Untersuchungen, die sich iiber langere Zeitraume 
hin erstreckten, konnte immer beobachtet werden, daft gewisse Schidigun- 
gen des Protoplasten eintraten. Diese wurden von den Plasmolyticis hervor- 
gerufen (vgl. G. Klebs 1887, VI. Ulehla 1922, F. Weber 1930). So- 
wohl hypo- als auch hypertonische Lésungen wirkten schadlich. 


Versuchsprotokolle: 


Die Plektenchymschnitte der Pilze wurden mehrere Tage in verschieden 
konzentrierten Traubenzuckerlésungen belassen und in Abstainden von 
24 Stunden mikroskopisch untersucht. 


Limacium chrysodon (Batsch) Fr.: Mittel, 14. 11. 55. In allen Lésungen gut 
plasmolysiert, normal schaumige Protoplasten oder normale Protoplasten noch 
ohne Plasmolyse. 

15. 11. 55. 0,2 mol TRZ. Ziemlich viele Zellen lebend. 

0,3. Mehr Zellen abgestorben. 

0.4. 80% tot, sonst nur Tonoplastenplasmolysen. 

0.5. Noch mehr tote Zellen, Plasma in Kliimpchen und Kérnchen aufgeldst. 
Tonoplastenplasmolysen. 

0.6. Zumeist Tonoplastenplasmolyse oder tote, schaumige Protoplasten. Einzelne 
echte Plasmolysen. 

0,7. Wenig Zellen tot, sehr viele echte Plasmolysen. 

0,8; 0,9. Vereinzelt tote Zellen. Vgl. Abb. 1. 

1,0. Alle Protoplasten lebend, sehr schaumig, gute Plasmolyse. 

16. 11. 55. 0,2 mol TRZ. 50%. Plasma in lebenden Zellen stark gequollen, gut 
plasmolysierbar. 

0,3. Vereinzelt Tonoplastenplasmolyse, sonst tot. 

0,4 Alles tot. 

0.5. Wieder einzelne Tonoplastenplasmolyse, sonst tot. 





. ; an 
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Pilz, Alter, Tag Datum Osm. W. | Konzentration der Lésungen in mol TRZ | 
| 0,2 | 0,3 | 0,4 | 0,5 | 0,6 | 0,7 | 0,8 0,9 | 1,0 | 1,5 |1,75} 2,0 | 

| | | | 

| | | | | | Keine Frost - 
sehr jung: wirkung 
1. Tag: 14.11.55 0,45 e484 | infolge 
2. Tag: 15. 11. 55 0,44 | + |+1})—1|/-1] ? | 2? ? | Laubsehutz 





Limacium chrysodon (Batsch) Fr. 


Limacium chrysodon (Batsch) Fr. Wie oben 
mittel-jung: 
1. Tag: 14. 11. 5é 0,45 
2. Tag: 15. 11.§ - +1}/—1)-—1)-1 
3. Tag: 16. 11. 5: _ +1)/+1)/-—1\/-1 


Limacium chrysodon (Batsch) Fr. | | Wie oben 
mittel : | 
1. Tag: 14. 11. 55 5 ra 
2. Tag: 15. 11. 55 = | 1 


Phlegmacium caesiocyaneum (Britz) | Mildes 
mittel : | Herbst- 
Nach 3Std. 11. 10. 55 0,43 | +1/—1}}—1)—1)) 1] wetter 
| 
| 


Phlegmacium caesiocyaneum (Britz) | | | | Mildes 
| | 


mittel: Herbst- 


1. Tag: 20.10.55 0,45 |+1/+1)/-1/-1/-1/ 1 | 1 | wetter. 


2. Tag: 21. 10. 0,37 ) +1] -+1}—1]41]—1}-1] 1 In Seewasser 


Pholiota squarrosa (Pers. ex Fr.) Quél. | | Mildes 
jung: | | Herbst- 
1. Tag: 15. 10. 56 0,61 |e ea ee eT sa ae wetter 
2. Tag: 16. 10. 56 = |-1 ey Ee —l})}}i]i]1 


Polyporellus arcularius (Batsch ex Fr.) | 
mittel: | | 
1. Tag: ba Bate 0,59 l | 
2. Tag: . Be a + +1)41}41]—1]—1 





Psalliota campestris L., Kultur Kultur 
jung: 
1. Tag: 14, 3.2 0,6 1 l 1 | ol 1 1 l 1 1 1 l 
2. Tag: 15. 3.: 0,6 —1)4+1) + |}4+1)4+1)-—1)/-1) 1 1 |—1l)-—1)-1 
3. Tag: 16. 3.£ 0,6 +1) + | + /+1)/+1)-1/-—1|/-1; 1 }—}—2)|-!I 
. Tag: 17. 3. 06 8 j+i}2)2)/2}2]2}2]2 j4i}—1]—-1]-1 


1 = lebend; — 1 = leicht geschadigt; +1 = schwer geschadigt; + = tot 


0,7. 50% tot, Tonoplastenplasmolysen, einige echte Plasmolysen. Plasma ge- 
quollen und schaumig. 

0,8. 30% tot; viele, echte Plasmolysen. 

0,9. Wenig tot. 

1,0. Alles lebt. 

Protoplasma, Bd. LI/4 
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Psalliota campestris, Kultur: 16. 3. 56. Nach 48 Std. 0,2 mol TRZ. 80% 
lebend, Plasma unverandert. 
0.3 mol TRZ. Fast 100% tot. Wenig Zellen mit noch erkennbaren Vakuolen. 
Plasma kérnelig aufgelést. 
0.4. Alles tot, keine Vakuolenreste. 
0.5. Nur 90% tot. 
0.6. Fast keine absolut toten Protoplasten. 
0.7. Noch besser erhalten, Plasma stark kérnelig. 
0.8. 50% lebend mit Plasmolyse. Plasma selten kérnig. 


Abb. 1. Amanita vaginata (Bull.) Fr. — 0,8 mol TRZ, 3 Stunden behandelt — Tono- 
plastenplasmolyse, da Plasmaresistenz sehr gering. 


1,0. Alles lebt. 

1,5; 2,0. Gut erhaltene Protoplasten, Plasma granuliert. Richtige Plasmolyse. 

17. 3. 56. 0.2 mol TRZ. Alles tot. 

1.0. 70% leben. Kraftige Membran um geschrumpfien, plasmolysierten Proto- 
plasten. 

1,5. 90% lebend. Protoplasten geschrumpft. mit Verbindungsstrangen, wirkt wie 
Erstarrung. 

2.0. 80% lebend. Abb. 2, 3. 


Ergebnisse: 


1. Vom Frost nicht betroffene Pilze werden von schwach hy p ot oni- 
schen Lésungen bei langdauernder Behandlung sehr geschadigt. 
Vollige Auflésung des Protoplasten findet schon nach 24 bis 48 Stunden 
in 0.4 und 0.55 mol TRZ statt. 

Die Schadigung zeigt sich durch eine rasche Zunahme des Volumens der 
Plasmamasse und der Vakuolenzahl. 
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2. Hypertonische Lésungen schadigen weniger, Plas- 
molysierte Protoplasten bleiben langer normal erhalten. 

3. Holzbewohner sind resistenter gegen hypotonische Traubenzucker- 
lésungen als Erdbewohner oder Champignons aus Pilzkulturen. 


4. Meerwasser verursacht geringere 
Schidigung als Traubenzuckerlésungen. 
Besprechung: 

Bei der starken Plasmolyse in 0,9 
bis 2,0 mol TRZ kann eine eigenartige 
Erstarrung der Oberflache der ge- 
schrumpften Protoplasten und eventuell 
gebildeter Verbindungsfiden beobachtet 
werden. Nur sehr langsam dndert sich 
das Plasma innerhalb dieser Schutzla- 
melle und wird milchig und opalisie- 
rend, schlieflich kérnelig. Ahnliche Be- 
obachtungen machte F. v. Hofe (1933). 
Sie wies bei Psalliota eine starke Herab- 











Abb. 2. Psalliota campestris L. 
Kultur — Plasmolyse in 2,0 mol 
TRZ; nach 72 Stunden 
noch nicht abgestorben, Plasma- 
lemma deutlich sichtbar, teilweise 
ohne vollkommene Abrundung des 
Protoplasten. 


Plasma 


setzung der Permeabilitat durch Saccharose und Glukose nach und fiihrie 
dies auf eine Erhartung der Plasmamembran durch Verengung der Poren 
zuriick (vgl. E. Kiister 1929, 112; H. Kaho 1921). 


Abb. 3. Psalliota campestris L., Kultur — 2,0mol TRZ, nach 3 Stunden — Plasma 
normal, scharf sichtbares Plasmalemma um den kontrahierten Protoplasten. 


Méglicherweise kann man die starke Schadigung des Protoplasmas in 
hypotonischen Lésungen durch iibermafige Wasseraufnahme erklaren. 


37* 
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Diese bringt anscheinend bedeutende Veranderungen in der Plasmastruktur 
mit sich (vgl. F. Weber 1930). 


c) Plasmaresistenz gegen TRZ-Plasmolyse nach Frost- 
einwirkung 
Uberraschend ist es, nach diesen Untersuchungsergebnissen, bei dem 
Frost ausgesetzten Pilzen gerade umgekehrte Verhialtnisse anzutreffen. 


Versuchsprotokolle: 

Clitocybe nebularis (Bartsch ex Fr.) Quél.: Mitiel, nach mehreren Niachten 
leichten Frosts: 9. 11. 55. In allen Lésungen lebende Protoplasten. Plasma ge- 
quollen und starker lichtbrechend, geringe Vakuolenzahl. 

10. 11. 55. 0.2 mol TRZ. Fast alle Zellen leben, Plasma voluminés, aber homogen. 

0,4. 60% tot, iibrige Zellen mit mehreren Vakuolen und voluminésem Plasma. 

0.6. Viele Zellen tot, vereinzelt Tonoplastenplasmolyse. wenig echte Plasmolyse. 

0,7. Fast alle Zellen tot. 

0.8. Fast alles tot, unregelmafige Tonoplastenplasmolyse. Plasma sehr schaumig 

und grobkérnig. 

0.9. Alles tot. 

11. 11. 55. Unter 0.9 mol TRZ wechselnd grofe Anzahl von Zellen lebend. 

0,9. Viele tot, einzelne echte Plasmolysen. 

1,0. Alles tot. 

Hy pholoma fasciculare (Huds.) Fr.: Mittel, kurzer, scharfer Frost. 29. 11. 
55. Schaumige, aber normale Protoplasten in allen Lésungen. 

30. 11. 55. 0.2 mol TRZ. Fast alle Zellen lebend. 

0,3. Viele tote Protoplasten, Plasma kérnig. 

0.4. Einige Zellen tot, sonst alles lebend. 

0,5. Alles lebt. 

0,6. Fast alles normal. 

0,7. Viele Zellen tot, Plasma granuliert, Plasmolyse. 

0,8. Nur mehr einzelne, lebende Zellen. 

1,0. Alles tot. 

Ergebnisse: 

1. Pilze, die dem Frost ausgesetzt waren, erleiden in hypertonischen 
Lésungen sehr starke Schadigungen. Das Plasma wird rasch villig zerstért. 
Dagegen sind die Schaden, die in hypotonischen Lésungen im gleichen Zeit- 
raum auftreten, unbedeuiend. 

2. Langer dauernder, leichter Frost erscheint besonders schidlich. Die 
Pilze behalten zwar ihr normales Aussehen, Traubenzuckerlésungen von 
0.9 und 1,0 mol wirken jedoch auf das Plasma absolut tédlich. Erste Schi- 
den stellen sich bei 0,6 und 0.7 mol TRZ ein. 

3. Dagegen wirken bei Pilzen, die ganz kurze Zeit sehr starkem Frost 
ausgesetzt waren, selbst wenn sie dabei mit Eiskristallen bedeckt waren, 
erst héher konzentrierte Lésungen schwer schadigend. Die ersten Anzeichen 
der Schadigung treten bei 0.9 und 1,0 mol TRZ auf. Bei diesen Pilzen gibt 
es manchmal geringfiigige Plasmaschaden um 0,4 und 0,5 mol TRZ. 

4. Einzelne Pilzarten sind gegen kurzdauernde Fréste besonders wenig 
empfindlich (Limacium eburneum |[Bull.| Fr., Clitocybe nebularis |Batsch 
ex Fr.] Quél.). 
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Niedere Temperaturen rufen anscheinend Veranderungen in der Struktur 
und im chemischen Aufbau des Plasmas hervor, die sich vielleicht so aus- 





| ‘ i 
Pilz, Alter, Tag Datum  Osm. W. | Konzentration in mol TRZ 


Bemer- 





| 0,2 | 0,3 | 0,4 | 0,5 | 0,6 | 0,7 | 0,8 | 0,9 | 1,0| 1,5 |1,75|2,0| kungen 





we ‘ | 

Clitocybe nebularis (Batsch ex Fr.) Quél. | | 
mittel: | 

1. Tag: 9.11. 5¢ 0,52 | an aes 9) a) 


2. Tag: 10. 11. 5: 0,5 3 |—1)—1)—1/ +1) +1 
3. Tag: 11. 11. 5: 0,49 1 |—1)-1)—1/+1/+41 


Clitocybe nebularis (Batsch ex Fr.) Quél. 
mittel: 
1. Tag: 
2. Tag: 





Hygrophorus leucophaeus (Scop.) Fr. 
mittel: 
1. Tag: 28. 11. 55 0,88 
2. Tag: 29. 11. 55 — 


Hypholoma fasciculare (Huds.) Fr. 
mittel : 
1. Tag: 29.11.55 0,67 
2. Tag: 30.11.55 0,6 


Limacium eburneum (Bull.) Fr. 
mittel : 
2. Rage S95 0,56 
2. Tag: a 
3. Tag: 2% 
4. Tag: 11. 11. 5é 
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Limacium eburneum (Bull.) Fr. 
mittel : 
1. Tag: 28. 11. 5% -- 
2. Tag: 29. 11. 1,1 


Tricholoma sulphureum (Bull. ex Fr.) 
Quél. 
mittel : 
. Tag: 8. 11. 55 0,69 1 
2. Tag: 9. 11. 55 0,68 1 
. Tag: 10.11.55 0,66 1 
. Tag: 11. 11. 55 0,6 l 


IN +l) +] 4+) 4+] 
Boh pated) 4 
a ee ee 


1 = lebend; —1= leicht geschadigt; +1 = schwer geschadigt: + = tot 


| Leichter 
| Frost durch 
| 


l mehrere 
+ Nachte 
¥ | 


Scharfer, 
kurzer Frost 


Scharfer, 
kurzer Frost 


Scharfer, 
kurzer Frost 


Leichter 
| Frost einige 


| Nachte lang 


| Scharfer, 
|kurzer Frost 
l h 
+1/+1) 
Leichter 
| Frost, einige 
| Nachte lang 


wirken, da um den stark kontrahierten Protoplasten keine schiitzende 
Oberflachenlamelle entstehen kann. In stark hypertonischen Lésungen 
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stirbt das Plasma daher rasch ab. Je langer der Frost dauert, um so ge- 
ringer wird die Widerstandskraft des Plasmas. 


Ill. Wirkungen des Frostes auf das osmotische Verhalten 
der Pilzfruchtkérper 


Daf bei Kalteeinwirkung auf Pilzfruchtkérper offensichtlich Verande- 
rungen in Plasma und Zellsaft vor sich gehen, zeigten plasmolytische Unter- 
suchungen. Obwohl in kleinem Ausmaf durchgefiihrt, kénnen die Ergeb- 
nisse einige Aufschliisse geben. 

Es existieren nur wenige Arbeiten iiber die Frostresistenz der Pilze. 
W. Pirk (1953) unterschied zwischen kalteertragenden und frostbestandigen 
Arten. Die kialteertragenden Pilze treiben bei geringen Warmegraden 
Fruchtkérper und bringen sie zur Sporenreife; sie erfrieren jedoch bei 
Minusgraden (Marasmius oreades, Stropharia inuncta, Clavaria pratensis, 
Camarophyllus pratensis, Trichholoma nudum, Clitocybe amara u. a.). Frost- 
bestaindige Arten erscheinen erst nach den ersten Nachtfrésten in gréBeren 
Mengen. Sie nehmen nach Unterbrechung durch den Frost ihr Wachstum 
und die Sporenentwicklung wieder auf (Camarophyllus niveus, Clitocybe 
dealbata, Clitocybe cyathiformis, Tricholoma personatum u. a.). K. F rie d- 
rich (1937) fand in der Nahe von Wien ebenfalls kalteunempfindliche 
Arten, (Marasmius rotula, Collybia radicata, Lactarius camphoratus, Hy pho- 
loma sublateritium u. a.) und Arten, die erst nach Frésten neu erschienen 
(Collybia asema, Collybia longipes, Hypholoma capnoides, Hypholoma 
fasciculare, Tricholoma saponaceum u. a.). Uber Tiefkiihlung von Pilzfrucht- 
kérpern und Pilzsporen zur Aufbewahrung iiber langere Zeitraume hin be- 


richten J. M. Hamilton und L. Weaver (1943). 


Versuchsprotokolle: 


Die Pilze wurden in leicht oder voéllig gefrorenem Zustand aufgesam- 
melt und innerhalb von 24 Stunden sehr langsam aufgetaut. Dann erfolgte 
die Messung des osmotischen Wertes in Traubenzuckerlésungen. 


Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél.: Mittel und sehr alt, schwacher 
Frost, mehrere Nachte, 14. 11. 55. Plasma sehr schaumig. 

Hygrophorus leucophaeus (Scop.) Fr.: Mittel, scharfer. kurzer Frost. 
28. 11. 55. 1.0 mol TRZ. Zonierung des Schnittes. AuBerste Zellreihen mit totem. 
koaguliertem Plasma. Dann ein viermal so breiter Streifen von Zellen mit 
lebendem Plasma, ohne Plasmolyse. Im Plasma sehr viele, verschieden grofe 
Vakuolen, Plasma grobkérnig. Im Stielinneren Zellen mit schwacher Plasmolyse. 
Plasma normal. 

2.0 mol TRZ. Randzone mit toten Zellen. Breiter Streifen mit schwacherem Plas- 
molysegrad, Stielinneres mit starkem Plasmolysegrad, Protoplastenteilung. 
Plasma k6érnig. Hyphenring 1.12 mol TRZ, innere Hyphenmasse 0.88 mol 
TRZ. 

Hypholema sublateritium (Schaeff.) Fr.: Mittel, eine Woche Tag und 
Nacht unter — 2°C, Pilz véllig gefroren gesammelt. 20. 11. 56. 
0.6mol TRZ. Keine Plasmolyse. 

0.7 mol TRZ. Nach 1 Stunde in einigen Zellen Plasmolyse. 

0.8 mol TRZ. Nach 45 Min. schéne Plasmolyse, Plasma stark lichtbrechend. 
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Limacium eburneum (Bull.) Fr.: Mittel, leichter Frost, mehrere Nadhte lang. 
8. 11. 55. 0.8mol TRZ. Gute Plasmolyse, Plasma ziemlich schaumig. 
Limacium eburneum (Bull) Fr.: Mittel, scharfer, kurzer Frost, 29. 11. 56. 
2,0mol TRZ. Randliche Hyphen mit totem Plasma. Innen normale Plasmolyse. 
Plasma vakuolenreich, sehr voluminés, viskos, kérnig. 





ca. bis —3° unter —3‘ 


Vor Frost 
schwacher Frost starker Frost 


Pilz, Alter 


Datum bose Datum mol Datum mol 


RZ TRZ TRZ 





Clitocybe geotr. (Bull. ex Fr.) Quél. 

Cl a eer er eameerrinremr rere) Cts 
Clitocybe geotr. (Bull. ex Fr.) Quél. 

GOOF ORES sqiay be Hs, 4h), OIE 
Clitocybe lituus (Fr.) Metr., mittel 
Clitocybe nebul. (Batsch ex Fr.) 

Quel., mittel eter ents 
Clitoeybe nebul. (Batsch ex Fr.) 

Quél., mittel Shee a OF va 
Clitocybe nebul. (Batsch ex Fr.) 

Quél., alt . 6 AU ree he 
Clitocybe nebul. (Batsch ex Fr.) 

Quél., mittel eee 
Hygrophorus leuc. (Scop.) Fr. mittel | 14. 10.55) 0,6 

alt 

Hypholoma fase. (Huds). Fr. mittel 
Hypholoma sublat. (Schaeff.) Fr. 

mittel Se ee a ae tar 
Hypholoma sublat. (Schaeff.) Fr. 

POMUNGR 2 ok Gis eh ys eee we cas 20. 11. 56 
Limacium eburn. (Bull.) Fr., mittel 
Limacium eburn. (Bull.) Fr., mittel 29. 11. 56 
Pholiota squarr. adip. Lge., mittel 
Pholiota squarr. adip. Lge., mittel 21. 11. 56 
Tricholoma nudum (Bull.) Fr. mittel 25. 10. 5/ oO ‘197 11-56 
Tricholoma sulph. (Bull. ex Fr.) 

Quél., mittel pay 
Tricholoma suJph. (Bull. ex Fr.) 

Ne ieee a 5s ed ae - 11. 55 


Tricholoma nudum (Bull.) Fr.: Mittel, scharfer, kurzer Frost, 19. 11. 56. 
0.8 mol TRZ. Plasma auBerordentlich voluminés. Abb, 4. 

Pholiota squarroso-adiposa_ Lge.: Mittel, scharfer, kurzer Frost. 
24. £1: 56; 
0.9 mol TRZ. Plasma dieses sehr resistenten Pilzes wenig miachtig. 


Ergebnisse der Untersuchungen von Frostpilzen: 


1. In allen Fallen bewirken Temperaturen unter dem Gefrierpunkt Er- 
héhung des osmotischen Wertes des Zellsaftes von Hyphen der Pilzfrucht- 
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kérper. Leichter Frost bringt Werte von 0,55 bis 0,75 mol TRZ, scharfer 
Frost (unter —3°C) Werte von 0,65 bis 1,1 mol TRZ. 

Die Erhéhung des osmotischen Wertes diirfte symbat zur Abnahme der 
Temperatur erfolgen. Aufeinanderfolgende Nachte mit leichtem Frost schei- 
nen kein weiteres Ansteigen der zuerst erreichten osmotischen Werte zu ver- 
ursachen. 

2. Charakteristischhe Veranderungen am frosigeschaédigten Pilzplasma 
sind sehr hohe Vakuolenzahl, starkere Lichtbrechung, voluminése Entwick- 
lung des Plasmas verbunden mit Viskositatserhéhung, Steigerung des Haft- 
vermégens des Plasmas. Diese bewirken, daf Plasmolyse sehr langsam, zu- 
meist in Krampfform eintritt und die Abrundung des Protoplasten oft erst 
nach Stunden erfogt. Oftmals wird die Zellwand infolge des grofen Haft- 
vermégens des Plasmas bei Plasmo- 
0 Oe gq lyse eingedellt. 

— 3. Die ausgesprochenen F rostschi- 
den treten streng lokal auf. Sie be- 
schrinken sich zumeist auf eine rand- 
liche Hyphenschichte im Strunk, ja 
oft nur auf dessen oberen, freistehen- 
— mittel — 0.8mol TRZ nach schar- den Teil, wahrend in Nadel- und 
fem Frost, Infolge  Viskositiitser- Laubstreu steckende Abschnitte ganz 
héhung und Zunahme der Plasma- normal sind. Die Protoplasten der 

masse Krampfplasmolyse. aiuferen Hyphen in der Frostzone 
sterben ab. 

4. Die Reaktion auf die Frostwirkung kann in alten Pilzexemplaren ab- 
geschwacht sein. 














Abb. 4. Tricholoma nudum (Bull.) Fr. 


3. Es gibt Pilze, die auch im scharfen Frost nur ganz geringe Plasma- 
veranderungen erleiden. [hr osmotischer Wert steigt wenig an (Clitocybe 
lituus (Fr.) Metr.. Hypholoma sublateritium (Huds.) Fr., Pholiota squarroso- 
adiposa Lge.). 


Besprechung: 


Die erstaunlich hohe Frostresistenz des Pilzplasmas ist wohl auf zwei 
Ursachen zuriickzufiihren: Durch die Erhéhung des osmotischen Wertes mit 
Hilfe osmotisch wirksamer Substanzen wird der Gefrierpunkt des Zellsaftes 
herabgesetzt. Méglicherweise wird bei Frosteinwirkung der Speicherstoff der 
Pilze, Glykogen, in Zucker iibergefiihrt. Vermutlich bedeutet auch die Volu- 
minositat des Plasmas einen Schutz. Rasch entstehende, neue hydrophile 
Kolloide des Plasmas kénnten einen weiteren Anteil des Wassers aus dem 
Zellsaft binden und auf diese Weise der Eisbildung entziehen (vgl. N. A. 
Maximov 1929, 1912 usw.). 

Auf Grund meiner Untersuchungen kénnte man drei Pilzgruppen unter- 
scheiden, wobei die Einteilung etwa mit der von Pirk auf soziologischer 
Grundlage erbrachten iibereinstimmt. Sehr kalteempfindlich sind die eigent- 
lichen Spatsommer- und Herbstpilze, z. B. Cantharellus cibarius Fr. Die 
meisten hier untersuchten Pilze gehéren wohl zu den kalteertragenden, die 
durch Frost nicht absterben, bei anschlieBendem, mildem Wetter aber auch 
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nicht mehr weiterwachsen: Clitocybe geotropa (Bull. ex Fr.) Quél., deren 
ausgewachsene Exemplare oft bis in den Winter hinein stehenbleiben — 
H. Haas, 1953, S. 32; Clitocybe nebularis (Batsch ex Fr.) Quél., Hygro- 
phorus leucophaeus (Scop.) Metr., Limacium eburneum (Bull.) Fr., Tricho- 
loma nudum (Bull.) Fr. und Tricholoma sulphureum (Bull. ex Fr.) Quél. 
Durch ganz geringe Frostschiden und Veranderungen fallen Clitocybe 
lituus (Fr.) Metr., Pholiota squarroso-adiposa Lge. und Hypholoma sublateri- 
tium (Schaeff.) Fr. auf. Sie diirften daher zu den frostbestandigen Arten 
gehéren, zumal sie nach stirkeren Frostnachten frische Fruchtkérper ent- 
wickeln (vgl. H. Haas 1953, 10). 


Zusammenfassung 


Die osmotischen Werte von Pilzen mittleren Alters lagen durchschnitt- 
lich bei 0,52 mol Traubenzucker (TRZ):; sie schwankten zwischen 0,36 und 
0,63 mol TRZ. Bodenbewohnende Arten hatten zumeist einen niedrigen 
osmotischen Wert, Holzbewohner einen hohen. 

Bei jungen Pilzen lag der osmotische Wert zu 70% um 0,6mol TRZ. 
Alte Pilze zeigten ein generelles Absinken: Durchschnittswert 0,48 mol TRZ. 

Die Plektenchymschnitte der Pilzstriinke hatten auffallend geringe 
Resistenz gegen schwach hypotonische Liésungen. Die Schadigung zeigte sich 
in einer raschen Zunahme der Vakuolenzahl und des Volumens des Proto- 
plasmas. Nach 24 bis 48 Stunden war das Plasma in Lésungen von 0,4 bis 
0.55 mol TRZ bereits véllig in Koagulationstrépfchen aufgelést. Plasmoly- 
sierte Protoplasten in stark hypertonischen Lésungen blieben dagegen viel 
linger intakt. Meerwasser verursachte auch in hypotonischen Lésungen 
geringere Schadigungen als Traubenzuckerlésungen. Bei Pilzen, die langere 
Zeit dem Frost ausgesetzt waren, traten starke Schaden jedoch schon sehr 
bald in hypertonischen Lésungen ein. 

Durch Frostwirkung wurde der osmotische Wert des Pilzzellsaftes be- 
deutend erhéht. Leichter Frost brachte Werte von 0,55 bis 0,73 mol TRZ, 
scharfer Frost von 0.635 bis 1,1 mol TRZ. Frostgeschadigtes Protoplasma 
enthielt mehr Vakuolen, war starker lichtbrechend, viskoser und volumi- 
néser als das normaler Pilzzellen. 

Einzelne besonders frostresistente Arten erlitten nur ganz geringe Scha- 
den und leichte Erhéhung des osmotischen Wertes durch Frosteinwirkung 
(Hypholoma sublateritium |Schaeff.| Fr., Pholiota squarroso-adiposa Lge). 


Fiir vielfache Anregung, Kritik und Unterstiitzung bei der Durchfiihrung 


meiner beiden Arbeiten erlaube ich mir, meinem verehrten Lehrer, Herrn 
Prof. Dr. Karl Héfler. herzlich zu danken. 
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Zur Anatomie und Protoplasmatik der Olidioblasten 
von Houttuynia cordata 


Von 
Annemarie Ziegler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 12 Textabbildungen 


(Eingegangen am 7. April 1959) 


Houttuynia cordata Thunbg. ist eine mehrjahrige Sumpfstaude, die 
30—90 cm hoch wird und einen kriechenden Wurzelstock mit Auslaiufern 
besitzt. Sie hat herzférmige Blatter und grofe hautige Nebenblitter. In 
ihrer Heimat Japan und China kommt sie als gemeines Unkraut in Graben 
von Stadten und Dérfern vor, bei uns findet man sie hie und da in Glas- 
hausern kultiviert. Sie gehért zur Familie der Saururaceen, die mit den 
Piperaceen nahe verwandt sind. Nach Engler stimmen sie mit den 
Piperaceen darin iiberein, .daf sie sowohl im Hautgewebe wie im Grund- 
gewebe mit zerstreuten einzelligen Oldriisen versehen sind*, 

Uber die Olzellen im allgemeinen und die der Piperaceen im besonderen 
liegen bereits mehrere Untersuchungen vor, die sich vor allem mit der Ent- 
wicklung dieser Idioblasten und der Enistehung des Sekretes beschaftigen 
(Zacharias 1879, Berthold 1886. Miiller 1905, Lehmann 1925, 
Leemann 1926, 1927, 1928, Kisser 1926, 1958. Becker 1931, Paech 
1952, Hé1lz1 1959). Lehmann beschreibt in seiner Arbeit Studien iiber 
den Bau und die Entwicklungsgeschichte von Olzellen* kurz auch die Ol- 
idioblasten in den Blattern von Houttuynia cordata, die er zu den Pipera- 
ceen stellt. Nun gibt es diese Idioblasten aber nicht nur in den Blattern, 
sondern auch in den iibrigen Organen der Pflanze, und ihr Aussehen und 
Vorkommen soll im folgenden naher beschrieben werden. 


Stengel und Blattstiel 


Im Stengel von Houttuynia gibt es zahlreiche Olidioblasten. Sie liegen 
im Wassergewebe, das unter der Epidermis als einschichtige Hypodermis 
ausgebildet ist, reichen aber mit einem schmiler werdenden Teil bis unter 
die Cuticula der Stengeloberflache. L eh mann (1925), der die Entwicklung 
der Olzellen in den Blattern von Houttuynia beschreibt. berichtet, da diese 
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Idioblasten zunachst im Wassergewebe entstehen, dann aber bei ihrem 
Heranwachsen sowohl die Zellen dieses Wassergewebes als auch die Epi- 
dermiszellen auseinanderdrangen, so daf sie schlieflich bis unter die Cuti- 
cula der Oberhaut reichen. Aber selbst die jiingsten von mir untersuchten 
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Abb. 1. Houttuynia cordata, Stengel-Flachenschnitt, Ubersichtsbild. 


Idioblasten aus noch geschlossenen Knospen lagen stets direkt unter der 
Oberfliche und schienen sich von hier aus in das Wassergewebe hinein zu 
vergroRern. 

Die Idioblasten liegen meist einzeln in ziemlich gleichmafigen Abstan- 
den (Abb. 1) und bilden mit den 
Haaren ein ,,Muster“. Selten liegen 
zwei Olzellen unmittelbar neben- 
einander. Sie sind in der Aufsicht 
meist oval und an beiden Enden 
stark verjiingt, manchmal auch zu- 
gespitzt (Abb. 2). Im Querschnitt 
(siehe Abb. 3) reichen sie mit einem 
schmalen Teil bis unter die Cuti- 
cula der Oberhaut, wihrend sie 
sich in das Wassergewebe meist 
halbkugelig vorwélben oder gegen 
die Zellenden zu mehr oder weni- 
Abb. 2. Houttuynia cordata, Olidioblasit ger kielférmig zwischen die Hypo- 

aus dem Stengel in der Aufsicht. 


r — 


dermiszellen hineinragen (Abb. 8 
u. 9). Hier sieht man auch, daf 
die Idioblasten etwas unter die Oberflache eingesenkt sind. In der 
Aufsicht wird bei ganz hoher Einstellung die Cuticularstreifung der 
Oberhaut sichtbar, die alle Epidermiszellen iiberzieht. Sie greift auch 
auf den an die Oberflache grenzenden Wandteil der Idioblasten iiber, setzt 
hier aber dann aus und lat in der Mitte einen glatten kreisrunden Fleck 
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frei, in dessen Zentrum das Stielchen oder Napfchen (siche Lehmann 
1925 und andere) als kleiner Kreis sichtbar wird. Die Oltropfen liegen nim- 
lich nicht frei in der Zelle, sondern in einem Sackchen, das sich im Inneren 
des Idioblasten bildet und mit einem Stielchen an der Wand festsitzt. Da 
iiber Aussehen und Beschaffenheit des Stielchens, aber auch des Olbeutels 
schon zahlreiche Literatur vorliegt (siehe Berthold, Miller, Leh- 
mann u. a.), eriibrigt sich wohl hier eine nahere Beschreibung. 

Bei etwas tieferer Einstellung (Abb. 4 a) wird neben dem Stielchen auch 
die Olkugel sichtbar und iiber dieser Kugel ein eigenartiges Mosaik, ahnlich 


Abb. 3. Houttuynia cordata, jugendlicher Olidioblast von einem Blatt in der noch 
geschlossenen Knospe. Olkugel, Stielchen und Plasmamosaik sind deutlich sichtbar. 


dem bekannten Plasmamosaik von Haemaria discolor (Molisch 1917). 
Wiahrend es sich aber dort nur um eine einzige unter der Zelloberflaiche ge- 
legene Schicht von Einzelkimmerchen handelt, erfiillt hier ein Wabennetz 
die ganze Zelle, was beim Tieferdrehen der Mikrometerschraube deutlich 
zu sehen ist (Abb. 4b). Aus den beiden Aufnahmen (Abb. 4a und 4)) ist 
auch gut ersichtlich, daB die Waben in unmittelbarer Umgebung des Stiel- 
chens kleiner sind und dann gegen den Rand der Zelle hin an GroéRe zu- 
nehmen. Im Querschnitt zeigt sich, da iiber der Kugel gegen die Zellober- 
flache zu stets nur eine Schicht von Plasmawaben liegt (Abb. 8). 

In der Regel findet sich in jedem Idioblasten eine einzige Kugel, wobei 
das Stielchen in der Aufsicht nicht unbedingt in der Mitte der Kugel an- 
setzen muff, immer aber genau in der Mitte der an die Oberflache grenzen- 
den Zellwand gelegen ist (Abb. 5). Das gleiche fand Kisser (1926) bei 
den von ihm niaher untersuchten Olkugeln von Plectranthus fruticosus, die 
in den Korkzellen der Pflanze vorkommen und stets in der Mitte der 
auBeren Wand zur Anheftung gelangen. Weiters fand Kisser, daf bei 
gleichzeitiger Bildung von zwei Olkugeln in ein und derselben Zelle die 
Stielchen unmittelbar nebeneinander ansetzen. Das gleiche gilt fiir die 
Olkugeln im Stengel von Houttuynia, allerdings kommt es hier auferst 
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selien zur Ausbildung solcher Zwillingskugeln. Diese Art der Anheftung des 
Olbeutels an der Zellwand legte Kisser den Gedanken nahe, daB sie an 
einer schon praformierten Wandstelle erfolgt. Auch das Ausbleiben der 
Cuticularstreifung in der Umgebung der Anheftungsstelle kénnte diese 
Annahme bekraftigen. 

Die Breite der Idioblasten betragt ca. 50—60 uv, ihre Linge 100—120 yu, 
manchmal auch noch mehr. Der Durchmesser der Kugeln in der Aufsicht 
liegt zwischen 30 und 40 uw. Ich fand in den lebenden Olzellen stets wohl- 
geformte Tropfen von ziemlich gleicher Gréfe, die die Zellen bei weitem 
nicht ausfiillen. Das Bild, das Lehmann (1925) von den Olzellen der 
Blatter bringt, wonach der Oltropfen die ganze Zelle erfiillt und vom 
Plasma nichts mehr iibrig ist, konnte ich im Stengel niemals finden. 

Im Liangs- oder Querschnitt 
ist dann oft zu sehen, dafi der 
Oltropfen nicht unbedingt ide- 
ale Kugelform hat, sondern 
auch oval-birnférmig in der 
Zelle hangen kann; in der 
Aufsicht allerdings erscheint 
er immer als Kreis. Das Ol 
ist meist farblos, selten mehr 
oder weniger stark gelb ge- 
farbt. Die Vakuolen des Plas- 
mamosaiks erscheinen eben- 
falls farblos. Auf das Plasma 
und sein Verhalten wird in 


einem spiteren Abschnitt ein- app 5, Houttuynia cordata, schematisches 


gegangen. Ubersichtsbild der Stengelepidermis. Die 
Blatt Ansatzstelle des Stielchens liegt stets in der 
Mitte der an die Oberflache grenzenden Zell- 

Auch auf der Blattober- wand. 


und -unterseite finden sich die 

bereits von Lehmann beschriebenen Olidioblasten (Abb. 6 a, b). Hier sind 
die Zellen nicht langsgestreckt wie im Stengel, sondern annahernd kreisrund 
mit einem Durchmesser von ca. 60 uw. Die Kugeln sind etwas gréRer als im 
Stengel, ihr Durchmesser schwankt zwischen 40 und 50 u. Sie sind also vor 
allem im Verhaltnis zum Zellvolumen wesentlich gréfer als im Stengel. Sie 
liegen gleichfalls im Wassergewebe und reichen durch Verdrangen der Epi- 
dermiszellen bis unter die Cuticula der Oberhaut. Auch hier sitzt das Stiel- 
chen immer in der Mitte der an die Oberflache grenzenden Membran. Auf- 
fallend ist auch in den Idioblasten der Blatter das schéne Plasmamosaik 
(Abb. 6a), das den ganzen Zellraum auferhalb des Oltropfens ausfiillt. 


Nebenbliatter 


In den Nebenblattern, die bei Houttuynia gut ausgebildet sind, finden 
sich ahnliche Idioblasten wie in den Blattern. Sie liegen ebenfalls auf der 
Blattober- und -unterseite. Auch sie zeigen das Plasmamosaik. 
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Aber nicht nur in den oberirdischen Teilen der Pflanze finden sich die 


Olzellen, sie kommen auch im Rhizom und in der Wurzel vor. 


Rhizom 


Die Idioblasten des Rhizoms gleichen denen des Stengels, nur sind die 
Oltropfen hier durchschnittlich etwas gréRer. Meist betragt ihr Durchmesser 


Abb. 6. Houttuynia cordata, Olidioblasten aus dem 

Blatt. a Blattoberseite. Das Plasmamosaik in der Ol- 

zelle ist deutlich sichtbar. b Blattunterseite. Zwei Kerne 

von Nachbarzellen, die von Chloroplasten umgeben 

sind, haben sich eng an die Idioblastenmembran ange- 
legt. 


40—45 yu. Das Plasma- 
mosaik ist hier oft be- 
sonders gut sichtbar, 
die Maschen des Mo- 
saiks sind aber meist 
kleiner als in den Idio- 
blasten des Stengels. 


Wurzel 


In der Wurzel gibt 
es zahlreiche kleinere 
Olkugeln, die aber 
hier nicht in abwei- 
chend geformten Zel- 
len liegen. Es sind ein- 
zelne Zellen der sub- 
epidermal gelegenen 
Exodermis, die sich in 
ihrer Form nicht von 
ihren Nachbarzellen 
unterscheiden, wohl 
aber durch ihren In- 
halt. Das Plasmamo- 
saik ist hier besonders 
sch6n und weitma- 
schig; die einzelnen 
Waben sind oft gréRer 
als die Olkugeln, die 
nur zwischen 10 und 
15 Durchmesser ha- 
ben (Abb. 7). Die Zel- 
len sind hier im Ver- 
halinis zur Kugel sehr 
grof, ungefahr 150 p 
lang und 40 w breit. 
Auch hier liegt in 


jeder Zelle nur eine Kugel, aber es liegen hier 6fters als im Stengel zwei 
Idioblasten unmittelbar nebeneinander. Auch das Stielchen wurde in einigen 


Fallen gesehen. 


Da die Saururaceen mit den Piperaceen nahe verwandt sind, war es auch von 
Interesse, verschiedene Pflanzen aus dieser Familie auf das Vorkommen und Aus- 
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sehen der Olidioblasten zu untersuchen. Es wurden dabei allerdings nur die Idio- 
blasten im Stengel, nicht aber die der Blatter und anderer Pflanzenteile beobachtet. 


Peperomia incana 


Im Stengel von Peperomia incana liegen unter der Epidermis Olidioblasten, die 
aber nicht wie bei Houttuynia bis an die Oberflache reichen; hier liegt immer eine 
Epidermiszelle iiber der Olzelle. Auch ist die GréRe der Kugeln in den einzelnen 
Idioblasten sehr unterschiedlich. Manche Zellen sind ganz erfiillt vom Ol, vom 
Plasma ist dann nichts mehr zu sehen. In den Zellen mit kleineren Olkugeln aber 
findet sich wieder das gleiche Plasmamosaik wie bei Houttuynia. Auch das Stiel- 
chen des Olbeutels ist deutlich zu sehen. 





Abb. 7. Houttuynia cordata, Olidioblast mit Olkugel und Plasmamosaik aus der 
Exodermis der Wurzel. 


Peperomia scandens 


Bei Peperomia scandens ist das Ol stark griingelb gefarbt. Das ebenfalls vor- 
handene Plasmamosaik ist hier besonders weitmaschig. Ahnlich wie in der Wurzel 
von Houttuynia sind die Maschen des Plasmanetzes oft gréfer als die Olkugel. 
Auch das Stielchen des Olbeutels ist sichtbar (besonders gut nach Plasmolyse, wenn 
der Olbeutel von der Ansatzstelle des Stielchens ausgehende Falten zeigt). Die mei- 
sten Idioblasten liegen auch hier unter der Epidermis, vereinzelte Olzellen reichen 
allerdings auch bis an die Oberflache. 


Peperomia V erschaffeltii 


Auch hier gibt es unter der Epidermis gelegene Olidioblasten mit Plasmamosaik. 
Die Maschen des Mosaiks sind hier kleiner als bei Houttuynia. 


Peperomia blanda 


Auch bei dieser kleinblattrigen hangenden Peperomie gibt es Olidioblasten mit 
griingelbem Ol. Sie finden sich unter der Epidermis und auch sonst iiber den ganzen 
Stengelquerschnitt verstreut. Das Plasmamosaik ist deutlich zu sehen. 


Peperomia pulchra 


Bei Peperomia pulchra liegen zwischen grofen Epidermiszellen verhaltnismafig 
kleine Idioblasten mit je einem Oltropfen. Die Gltropfen sind untereinander wieder 
ziemlich gleich groB, ihr Durchmesser schwankt zwischen 10 und 14. Auch in die- 

Protoplasma, Bd. LI/4 38 
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sen kleinen Olidioblasten ist das Plasmamosaik stets zu sehen; das Stielchen des 
Olbeutels findet sich ebenfalls immer in der Mitte der an die Oberflaiche grenzenden 
Zellwand. Neben der Olkugel gibt es aber in den Idioblasten noch andere Inhalts- 
kérper, die in ihrem Aussehen an Starke erinnern, sich mit Jod aber nicht anfarben. 
Piper nigrum 

Auch bei Piper nigrum gibt es Olidioblasten mit Plasmamosaik, 

Es zeigte sich, daft bei allen untersuchten Piperaceen, ebenso wie bei der 
Saururacee Houttuynia cordata, in den erwachsenen Olidioblasten ein 
Plasmamosaik ausgebildet ist. 

Alle vorangegangenen Arbeiten iiber die Olidioblasten der verschieden- 
sten Familien befaten sich vornehmlich mit der Entwicklung dieser Zellen, 
mit der Umbildung von Kern und Plasma im Laufe dieser Entwicklung 
und mit der Sekretbildung. Vereinzelt wurde auf die Ausbildung eines 
Plasmanetzes im Laufe dieser Entwicklung hingewiesen. Untersuchungen 
an den fertigen Olzellen, deren Plasma sich bei der Olbildung verausgabt 
hat, liegen aber noch wenige vor. So hat z. B. Wenz! (1935) auf die hohe 
Membrandehnbarkeit des Olbeutels hingewiesen. Uber die Protoplasmatik 
dieser Idioblasten ist hingegen noch nichts bekannt. Im folgenden wird nun 
der Bau der Idioblastenzellen naher beschrieben und mit dem der Epider- 
mis- und Hypodermiszellen verglichen; auch auf das Verhalten des Proto- 
plasmas verschiedenen Eingriffen gegeniiber wird eingegangen. 

Zur Untersuchung am besten geeignet erwiesen sich die Olidioblasten im 
Stengel von Houttuynia cordata. 


Untersuchungen an den Stengel-Idioblasten 
von Houttuynia cordata 


An einem Stengel-Flachenschnitt fallt, wie bereits erwahnt, vor allem 
das Plasmamosaik in den Idioblasten auf, das sich sonst in keiner Zelle des 
Schnittes findet. Es durchzieht als starres ,.Netz* die ganze Zelle. Im fol- 
genden soll es als Netz bezeichnet werden, weil es sich beim Einstellen auf 
eine optische Ebene dem Auge als solches darbietet; in Wahrheit handelt 
es sich aber um Plasmawaben, deren Wande kleine Vakuolen einschliefen. 
Lehmann (1925) beschreibt es wie folgt: .Das Plasma umgibt allseitig 
die Blase und hat ein etwas gelbliches hyalines Aussehen. Seine feinere 
Struktur erkennt man deutlich nur im Oberflachensdhnitt. Bei tiefer Ein- 
stellung sehen wir das Sekret verschwinden, und es wird ein maschen- und 
netzartiges Gebilde sichtbar, das sich durch die ganze Olzelle erstreckt. Es 
ist das Plasma, das anscheinend aus lauter kleinen, dicht gedrangten, gegen- 
einander abgeplatteten, gelblichen Kugeln besteht, die durch eine Grenz- 
schicht voneinander getrennt werden. Wahrend es im Anfangsstadium der 
Entwicklung ein homogenes Aussehen hat, tritt bei weiterer Entwicklung 
die maschige Struktur auf.“ Lehmann halt also die Gesamtmasse fiir 
Plasma !. Becker (1931) spricht von einer Vakuolisierung des Plasmas, die 


1 Im weiteren Verlauf der Arbeit schreibt er allerdings auch von Vakuolen im 
Plasma. ..Das Plasma besitzt Vakuolen von ziemlicher Gréfe oder man sieht es 
gekammert und maschig. wie es spater auch in den vollkommen entwickelten Zellen 
erscheint.* 
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bei den von ihm untersuchien Piperaceen bald starker, bald schwiicher aus- 
gebildet ist. Da das Plasmamosaik der Olzellen gréfte Ahnlichkeit mit dem 
Mosaik der Raphidenzellen von Haemaria discolor aufweist, sind die Unter- 
suchungen iiber die Plasmaveranderungen in den Raphiden-Idioblasten, wie 
sie Becker und Ziegenspeck (1931) beschrieben, sehr aufschluBreich. 
»Gleichzeitig mit dem Auftreten der Nukleolenabspaltung, die nach Be k- 
ker (1931) in den Olidioblasten in gleicher Weise auftritt und der Sekret- 
bildung vorangeht, ist eine Veranderung des Protoplasten zu beobachten. 
Seine homogene Struktur wird mehr und mehr .fadig*. Die ersten Stufen 
dieser Umgestaltung des Zytoplasmas treten stets in unmittelbarer Nahe des 
Nukleus auf und streben strahlenférmig von diesem als Zentrum durch die 


ganze Zelle. Sehr bald werden die Strukturen regel- 
mafig, das ganze Zytoplasma erscheint als ein grob- 
maschiges ,Netz‘, dessen einzelne Maschen regelmi- 
Rigen Polygonen (hiufig von sechseckiger Gestalt) 
aihneln und sich mit Jod braun tingieren. Diese 
Struktur behalt die Zelle bei. Dann erst kommt 
es zur Schleimbildung.. .“ 

In iihnlicher Weise diirfte es auch in den Ol- 
idioblasten zur Ausbildung des Plasmanetzes kom- 
men. Die Beschreibung des Endstadiums entspricht 
jedenfalls voll und ganz dem Aussehen des Plasmas 
in den Olzellen. Beim Absterben der Olidioblasten 
wird das Plasmanetz plétzlich deutlicher sichtbar, 
es erscheint gréber und oft auch braunlich verfiarbt. 
Die Maschen des Netzes verkleinern sich, und es 
treten an ihnen zahlreiche kleine und gréfere 
Trépfchen auf (Abb. 4d). Dann werden oft Schollen 
im koagulierten und geschrumpfien Protoplasten 
sichtbar, die offenbar den einzelnen Vakuolen zwi- 
schen den Maschen des Plasmamosaiks entsprechen 
(Molisch 1917, Diskus und Kiermayer 1954). 

An Langsschnitten durch noch nicht aufgebro- 
chene, ca. 2—3 mm lange Knospen am Rhizom von 


—— 


Abb. 


— 
Sere ‘ 
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8. Houttuynia 


cordata, Olidioblast 


aus 
einer 
nen 


dem __ Stengel 
noch geschlosse- 
Knospe. Unter 


der Glkugel ist noch 
ein Rest von homo- 
genem  Protoplasma 
zu sehen, der iibrige 
Zellraum ist vom 
Plasmamosaik erfiillt. 


In 


den einzelnen 


Waben liegen  gri- 


Bere 


und kleinere 
Trépfchen. 


Houttuynia konnten jugendliche Idioblasien mit noch verhaltnismakig 
kleinen Olkugeln beobachtet werden (Abb. 8). Hicr ist am unteren 
Teil der Olkugel noch ein Saum von homogenem Plasma zu_ sehen, 
der erst in einiger Entfernung von der Kugel in das Wabennetz iiber- 
geht. Nach Lehmann (1925) und Becker (1931) liegt an der unteren 
Seite der Kugel aber auch der Zellkern, bevor er sich aufzulésen beginnt. 
Wenn die Sekretblase den héchsten Grad ihrer Ausbildung erreicht hat, sind 
vom Nukleus keine Spuren mehr im Plasma zu finden (Lehmann 1925, 
Becker 1931). Auch ich konnte in keiner der untersuchten Olzellen einen 
Kern finden, auch nicht in den jugendlichen Zellen aus den Knospen. 
Becker (1931) weist auf das eigentiimliche Verhalten der Kerne in 
den Nachbarzellen hin. .,Sie unterscheiden sich von den Kernen der iibrigen 
Parenchymzellen in keiner Weise. Fiillt aber das Sekret etwa die Halfte 


38* 
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der Zelle aus, dann sieht man, wie sich die Kerne der Nachbarzellen mehr 
und mehr der Sekretzellenmembran dicht anlagern. In einigen Fallen ver- 
andern sie auch ihre Form und werden spindelférmig.* Es ist nun denkbar, 
daB durch die Auflésung des Idioblastenkernes und die Veranderungen im 
Plasma, die damit Hand in Hand gehen, eine chemische Wirkung auf die 
Nachbarzellen ausgeiibt wird, wodurch deren Kerne sich der Idioblasten- 
membran anlagern. Es sieht oft so aus, als lage der Kern in der Idioblasten- 
zelle selbst (Abb. 4c). Auch bei den Olzellen im Blatt konnie dies immer 
wieder beobachtet werden (Abb. 6b). 

Ahnliche chemische Wirkungen sollen nach Biinning und Sagrom- 
sky (1948) auch von den Schliefizellen ausgehen und fiir die Lage der Zell- 
kerne in den Nebenzellen mafgebend sein, wahrend von Kiister (1949) 
allein die Zellenform und die Oberflachenspannungsverhiltnisse fiir die 
Zellkernlage verantwortlich gemacht werden. 

Die Beobachtung, daff nach dem Beginn der Zellkernauflésung auch die 
Veranderung des Plasmas einsetzt, steht mit Clarks (1942) Vermutung 
im Einklang, daf der Kern in einer gewissen Weise die Bildung und Er- 
haltung des strukturellen Geriistes des Protoplasmas kontrolliert und daf 
eine Entkernung die Desorganisation des Cytoplasmas zur Folge habe. 
Mazia (1952) sieht den Kern als Zentrum der Erhaltung und des Ersatzes 
der genkonitrollierten Systeme des Cytoplasmas an. Nach ihm kann man 
unter den zu ersetzenden Teilchen nun einzelne Enzyme verstehen, aber 
auch organisierte Teilchen wie Mikrosomen und Mitochondrien. In unserem 
Fall spielen nun zwei Faktoren bei den Verainderungen des Plasmas mit: 
erstens die Auflésung des Zellkernes und zweitens die Bildung des Oles, 
das wohl ausschlieBlich oder zum iiberwiegenden Teil ein Produkt des 
Protoplasmas der Olzelle selbst ist, denn in dem Maf, wie der Olbeutel 
wachst, nimmt das Protoplasma ab (Kisser 1958). 

Es war nun interessant, das Plasma der Idioblasten mit dem der um- 
liegenden Epidermiszellen im Phasenkontrastmikroskop vergleichend zu 
betrachien. 


Untersuchungen im Phasenkontrastmikroskop 


Flachenschnitite der Stengelepidermis wurden im Phasenkontrastmikro- 
skop untersucht. In den Epidermiszellen findet lebhafte Plasmastrémung 
und zwar Zirkulationsstrémung statt. Im strémenden Plasma gibt es zahl- 
reiche hell aufleuchtende Sphirosomen, die vom Plasmastrom mitgenommen 
werden, und kurze gedrungene, leicht hantelférmige Chondriosomen, die 
grau erscheinen und mehr oder weniger in Ruhe bleiben. Auch Proplastiden 
mit Primargranum (oder Starke) sind zu sehen. In jeder Zelle liegt ein 
Zellkern, um den Chloroplasten gruppiert sind, die im Hellfeld zartgriin 
erscheinen. In den Idioblasten hingegen ist keinerlei Strémung zu sehen. 
Das Plasmanetz ist vollkommen starr. An den einzelnen Maschen gibt es 
kleinste, kugelige Auftreibungen, vor allem an den Eckpunkten. Von 
Chondriosomen ist in den Zellen nichts zu sehen. Auch wurden in den Idio- 
blasten niemals Chloroplasten oder andere Plastiden gefunden. In den ein- 
zelnen Vakuolen des Plasmamosaiks tanzen vereinzelte Kérnchen und 
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Trépfchen in lebhafter BMB. Sie stofen dabei oft an die Winde an, bleiben 
aber in den Kammerchen gefangen. Dies ist auch wieder ein Beweis fiir die 
Wabennatur des ,,Plasmanetzes*. 

Es ware nun denkbar, daf in dem Rest von homogenem, noch nichi 
netzig ,,degeneriertem* Protoplasma, das sich in jugendlichen Zellen an der 
unteren Kugelhalfte findet, noch Chondriosomen vorhanden sind. Es wurde 
auch der Versuch unternommen, diese Zellen einer Phasenkontrastunter- 
suchung zu unterziehen. Dieser Versuch scheiterte aber am Vorhandensein 
der Olkugel, die wie eine Linse wirkt und in ihrer naiheren Umgebung 
jeglichen Phasenkontrast zerstért. Auch wirken sich, da es sich ja um 
Langsschnitte handelt, die antiklinen Zellwande der dariiber- und darunter- 
liegenden Zellen auf die Beobachtung stérend aus. In den Nachbarzellen 
fanden sich auch hier in den jungen Blattchen und Stengeln Chondriosomen, 
Spharosomen und Proplastiden im strémenden Plasma. Sie sind bei einiger 
Ubung auch ohne Phasenkontrast gut zu sehen, wahrend im Restplasma 


der Idioblasten auch bei angestrengtestem Suchen keine Spur von ihnen zu 
finden war. 


Beobachtungen im Fluoreszenzmikroskop 


Die Idioblasten wurden im Fluoreszenzmikroskop auch auf Eigenfluores- 
zenz untersucht. In den lebenden, vollkommen intakten Idioblasten leuchtet 
nur der Saum der Kugel zartblau, die Zellmembran leuchtet etwas kraftiger 
blau. Vom Ol selbst und vom Plasmamosaik ist im UV-Licht nichts zu sehen. 
Die in den jugendlichen Idioblasten aus der noch geschlossenen Knospe in 
lebhafter BMB tanzenden gréReren Trépfchen (3—4 « Durchmesser) fluores- 


zieren ebenfalls zartblau, wahrend die kleineren Kérnchen, die sich auch 
in alteren Idioblasten noch finden, im UV-Licht nicht aufleuchten (siehe 
Abb. 8). Am Stielchen konnte keinerlei Fluoreszenz wahrgenommen werden. 

Ganz anders verhalten sich im Sdhnitt liegende tote Idioblasten mit 
koaguliertem Plasma, deren Olbeutel verknittert in der Zelle liegt. Hier 
leuchten Plasmanetz und Olbeutel, aber auch vereinzelte Schollen, gelb bis 
griin. Das Griin ist manchmal so kraftig, da man beim ersten Anblick an 
eine Uraninfarbung denken kénnte. Besonders stark trat dieses griine 
Leuchten am toten Plasmanetz in den Idioblasten der Wurzel auf. Die 
Wurzelquerschnitte bieten aber auch sonst im UV-Licht ein schénes Bild. 
Die Casparyschen Punkte in der Endodermis leuchien gelb, wahrend die 
Wande der Exodermiszellen stark blau fluoreszieren, und zwar wesentlich 
stairker als die Wande der Idioblasten in Stengel und Blatt. 


Mikrochemische Reaktionen 


Sudan III. Stengelflachenschnitte zeigen darin zunichst keine Far- 
bung. Nad fiinfstiindigem Aufenthalt im Sudan III ist von den Olkugeln 
nichts mehr zu sehen, nur mehr die verknitterten Reste des Olbeutels liegen 
in jedem Idioblasten. Dies ist wohl auf die Wirkung des Glyzerins zuriick- 
zufiihren. Wenn man iiber einem in Sudan III liegenden Schnitt auf das 
Deckglas mit der Pinzettenspitze einen leichten Druck ausiibt, so platzen 
die Olbeutel, und die Oliropfen schliipfen aus den Idioblasten aus. Das 
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Ol kann also die AuRenmembran der Zelle verhaltnismafig leicht passieren. 
Dieses Ol farbt sich nun mit dem Sudan III sofort orangegelb-rot an. An 
den Zellmembranen und an der Haut des Olbeutels ist auch hier keine Far- 
bung wahrzunehmen. Nach Erwarmen von Schnitten in Sudan III hingegen 
farben sich die Kugelhiillen und das Ol rot an. Auch die Idioblastenmem- 
bran zeigt Rotfarbung, was besonders deutlich im Querschnitt zu sehen 
ist (Abb. 9). 

Chlorzinkjod. Damit farben sich die Membranen der Epidermis- 
zellen violett, wahrend die Membranen der Idioblasten gelb tingiert er- 
scheinen. Auch die Olblase erscheint zunichst gelb, nach einiger Zeit wird 
der Idioblasteninhalt dunkel rotbraun. 


Abb. 9. Houttuynia cordata, Stengel-Querschnitt mit Sudan TII gefarbt, Die Rot- 
farbung der Idioblastenmembran und die ihr ansitzenden Trépfchen sind deutlich 
zu erkennen. 


Die blaue Eigenfluoreszenz und die Farbeergebnisse mit Sudan III und 
Chlorzinkjod weisen auf Verkorkung der Idioblastenmembran hin. Auch 
Lehmann (1923) fand die Membran der meisten Olzellen verkorkt, und 
es erschien ihm sehr unwahrscheinlich, .da8 die Idioblasten zur Olbildung 
von anderen umgebenden Zellen Stoffe empfangen, da die sehr bald von 
der Olzelle angelegte Suberinschicht die Permeabilitat der Zellwandung fast 
ganz aufheben diirfte*. Daf aber die verkorkte Zellwand keineswegs einen 
vollstandigen AbschluB von der AuBenwelt fiir die Olzelle bedeutet, haben 
verschiedene Plasmolyse- und Farbeversuche, die in einem spateren Kapitel 
behandelt werden, erwiesen. Auch ist ja seit langem bekannt, daft verkorkte 
Zellen im sekundiren Hautgewebe noch einige Zeit nach ihrer Werkorkung 
plasmolysierbar sind. So konnte Schnee (1907) bei Hakea noch in den 
Korkzellen der vom Phellogen aus gerechneten 6. Zellreihe Plasmolyse er- 
zielen. Neuere Untersuchungen von Mader (1954) zeigen ebenfalls, daf 
die Korkzellen noch nach der Abscheidung der Suberinlamelle leben und 
plasmolysierbar sind. 
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Beim Aufbau des Korkes spielen neben Suberin auch Wachse eine grofe 
Rolle, und zwar nicht so sehr mengenmafig als vielmehr ihrer physiologi- 
schen Wirkung wegen. Naturkork ist fiir Gase praktisch impermeabel, von 
seinen Wachsen befreiter Reinkork ist dagegen permeabel. Die Wachse 
spielen nach Sitte (1957) bei der Impermeabilitat des Korkes eine ahnlich 
wichtige Rolle wie die Lipoide in den semipermeablen Membranen. Nach 
Sitte kommt auch die hellblaue Primarfluoreszenz des Korkes weder dem 
Suberin allein noch dem Wachs allein zu, sondern nur der feinbaumafigen 
Verquickung beider Stoffe. Nach Mader (1954) bleibt allerdings die Blau- 
fluoreszenz auch dann bestehen, wenn alles Wachs aus dem Kork extrahiert 
ist. 

Obwohl seit langem bekannt ist, da& auch die Exkretionsbehalter sehr 
oft verkorkte Membranen besitzen, wurden bisher nur Peridermzellen aus- 
fiihrlich auf den Feinbau der verkorkten Zellwinde untersucht. Sittes 
elektronenmikroskopische Untersuchungen (1954, 1955) an Peridermzellen 
erwiesen, dafi die verkorkten Membranen von Poren durchsetzt sind, die 
wihrend des Appositionswachstums der lamellierten Suberinschicht funk- 
tionieren und erst nachtraglich im gealterten Kork verstopft werden; und 
zwar nicht durch Suberin, sondern durch eine korkfremde Masse, vermutlich 
durch gealtertes Pektin. Es kann nach Sitte kein Zweifel bestehen, da 
diese Poren ehemalige Tiipfelkanale sind und daf die Korkzellen auch nach 
der Abscheidung der Suberinlamelle noch Verbindung zu den Nachbarzellen 
haben, da man annehmen darf, daf diese Poren erst postmortal verschlossen 
werden. 

Auch die verkorkten Idioblastenmembranen der Olzellen von Hout- 
tuynia sind fiir Wasser, aber auch fiir Farbstoffe wie z.B. Uranin durch- 
lassig, allerdings treten Plasmolyse und Farbungen in den Idioblasten 
durchwegs spiater ein als in den umgebenden Epidermis- und Hypodermis- 
zellen. Die Permeation wird also verzégert, keineswegs aber ganzlich auf- 
gehoben. Es diirfte hier eben zu keinem vollstandigen Porenverschlub 
kommen. 

Alkohol 96%. Wird einem Epidermisschnitt Alkohol zugesetzt, so 
koaguliert das Plasmanetz, entlang der einzelnen Maschen treten zahlreiche 
kleinere und gréfere Kiigelchen auf. Die Olkugeln verandern sich zunachst 
nicht. Plétzlich beginnen sie aber zu schrumpfen und nach einiger Zeit ist 
vom Oj in den Idioblasten nichts mehr zu sehen. Nur mehr die verknitter- 
ten Olbeutel und das koagulierte Plasmanetz sind sichtbar. 

Chloroform. Die Idioblasten erscheinen darin zunachst unverandert, 
wahrend die iibrigen Zellen des Schnittes absterben. Wenn spaier das 
Chloroform auch in die Idioblasten eindringt, bleiben die Olkugeln unver- 
andert, das Plasmanetz wird gréber und koaguliert; der Zellinhalt wird 
triib. Nach einiger Zeit dringt das Chloroform in die Olbeutel ein und be- 
wirkt hier eine mehr oder weniger starke Vergréferung. Ahnliches fand 
Wenzl (1935) an den Olzellen von Plectranthus fruticosus. 

Gesattigte alkoholische NaOH. Beim Zusetzen zum Schnitt 
beginnen sich die Kugeln zunachst in den Zellen hin und her zu bewegen, 
sie werden dabei langsam kleiner wie ein Ballon, dem die Luft ausgeht: 
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gleichzeitig farbt sich die Vakuole gelb. Dann lést sich die Kugel auf, auch 
vom Olbeutel ist nichts mehr zu sehen. Ein langsames unvollkommenes 
Auflésen des Olbeutels in Sauren und Laugen und seinen Zerfall in Trépf- 
chen hat bereits Lehmann (1925) beschrieben. Nach dem Auflésen des 
Olbeutels scheint die Zelle von einem feinkérnigen Niederschlag erfiillt. 
Diese Koérnchen bilden dann nach einigen Minuten grébere Schollen und 
Kiigelchen, vom Plasmamosaik ist nichts mehr zu sehen. Die Idioblasten 
bilden jetzt, bei schwacher VergréBerung betrachiet, zitronen-dottergelbe 
Flecken im Schnitt. Im hypodermalen Wassergewebe entstehen zahlreiche 
Na-Oxalatkristallchen. Nach weiteren 35 Minuten sind alle Idioblasten 
gleichmaBig dottergelb gefarbt, in ihrer Mitte liegt eine Ansammlung fein- 
ster Kérnchen. 

NH,OH. Beim Zusetzen der Lésung wird das Plasmanetz grob, die 
Olkugeln beginnen zu schrumpfen. Bald darauf wird das Plasma feinflockig 
und braun. Die Idioblasten bilden braune Flecken im Schnitt, Oft wird im 
weiteren Verlauf die Olkugel kleiner, aber wieder rund und glatt. Nach 
{—2 Stunden sind nur mehr Reste von den Kugeln iibrig. Diese und das 
koagulierte Plasma erscheinen braun. Sehr oft liegt neben dem Rest der 
Olkugel noch ein Biischel von Kristallnadeln. 

H,SO, 5%. Unmittelbar nach dem Zusetzen der Schwefelsaiure andert 
sich in den Idioblasten nichts. Nach ca. 3 Minuten beginnt das Plasma zu 
koagulieren, das Netz wird gréber und deutlich sichtbar. Die Olkugeln ver- 
lieren ihre Prallheit und liegen leicht geschrumpft inmiiten des koagulierten, 
dunkelbraun verfarbten Protoplasmas. Auch nach 4 Stunden bieten die 
Schnitte noch das gleiche Bild. In dieser schwachen Saure lésen sich an- 
scheinend die Olbeutel nicht auf. 

Karminessigsaure, die zur Kernfixierung und -farbung verwen- 
det wurde, lost die Olbeutel auf. Nach Erwarmung der Schnitte in Karmin- 
essigsdure finden sich in vereinzelten Idioblasten noch kleine Trépfchen als 
Reste der Olkugeln. In den meisten Idioblasten ist aber von Ol und 
Olbeutel nichts mehr zu sehen. 

K, Cr, O,. In einer Lésung von Kaliumbichromat, wie sie zum Gerbstoff- 
nachweis verwendet wird. schrumpft das Plasmanetz in den Idioblasten und 
verfarbt sich gelblich. Die Kugeln sehen zwar verknittert aus, bleiben aber 
erhalten. Der Zellinhalt farbt sich dann nach einiger Zeit braun, wahrend 
bei den iibrigen Zellen des Schnittes der kontrahierte Protoplast weif, der 
Raum zwischen Protoplast und Zellwand aber gelb erscheint. 

In den grofen hypodermalen Wassergewebszellen entsteht im Kalium- 
bichromat ein feiner brauner Niederschlag. 

JK J. In Jodjodkali farben sich die Idioblasten zunachst dottergelb, bald 
aber rotbraun. Das Plasmanetz wird grob und erscheint ebenfalls braun 
gefarbt. Durch Druck auf das Deckglas kann man die Olkugeln breit- 
driicken, so da sie den ganzen Zellraum einnehmen. Bei verstarktem Druck 
schliipfen einzelne rotbraune Oltropfen aus den Idioblasten aus. In 
Schnitten, die eine Stunde lang in der Lésung lagen. ist von den Olkugeln 
nichts mehr zu sehen, die Idioblasten sind aber noch immer rotbraun ge- 
farbt. 
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Austrocknen 


LaRt man einen Stengelflachenschnitt am Objekttriger austrocknen, so 
sind nach 14—16 Stunden keine Oltropfen mehr in den Idioblasten zu 
sehen. Es hangen nur mehr die verknitterten Olbeutel ohne Inhalt an der 
Wand. In vereinzelten Olzellen, in denen noch Reste des Inhaltes zuriick- 
blieben, farben sich diese mit JK J rotbraun an. Die inhalisleeren Idio- 
blasten zeigen hingegen keinerlei Anfarbung. 


Plasmolyseversuche 
Obwohl die Idioblastenmembran verkorkt ist, tritt in den Zellen nach 
dem Einbringen der Schnitte in hypertonische Lésungen von Traubenzucker, 
Glyzerin und KNO, Plasmolyse ein. Im folgenden wird der Verlauf der 
einzelnen Plasmolyseversuche naher beschrieben. 


In 1.0mol Traubenzucker tritt in den Epidermiszellen unmittelbar nach 
dem Einlegen des Schnittes in die Liésung Plasmolyse ein. Die Protoplasten lésen 
sich in konkaven Buchten von den Zellwianden, um sich im weiteren Plasmolyseverlauf 
sehr bald konvex abzurunden. In den Idioblasten war in einem Fall nach % Stunde 
noch immer nichts von Plasmaabhebung zu sehen. In anderen Schnitten trat auch in 
den Idioblasten bald nach dem Einlegen des Schnittes in die Zuckerlésung Plasmo- 
lyse ein. Das Plasmanetz wurde dann bald gréber, das Plasma koagulierte, und die 
Zellen starben ab. Die Glkugeln aber waren noch immer in den Zellen sichtbar. 
Die plasmolysierten Schnitte lagen dann durch 24 Stunden in der Zuckerlésung in 
feuchter Kammer und wurden anschlieBend wieder beobachiet. Die Epidermiszellen 
waren noch zum GroBteil lebend und plasmolysiert. Die Idioblasten hingegen 
waren alle tot. Ihr Plasma war koaguliert, und innerhalb dieses Plasmas lag die 
mehr oder weniger verknitterte Olkugel. Vereinzelte Idioblasten waren auch leer. 

In 20 mol Traubenzucker trat ebenfalls einige Zeit (10 Min.) nach dem 
Finbringen in die Lésung Plasmolyse ein. Das Plasma hob sich in diesem Versuch 
in stark konkaven Buchten allseitig von der Zellwand ab. Es trat dann Rundung 
ein, aber auch hier blieben die plasmolysierten Pretoplaste nicht lange am Leben. 
Das Plasma koagulierte, aber die Glkugeln blieben erhalten. 

0.6mol KNO,. Die Schnitte wurden um 15.45 Uhr in die Lésung eingebracht. 
In den Epidermiszellen tritt sofort Plasmelyse ein, und zwar heben sich die Proto- 
plasten in starken konkaven Buchien von der Zellwand ab. wobei zahlreiche Hecht- 
sche Faden sichtbar werden. Um 15.55 Uhr, also 10 Minuten nach dem Einbringen 
des Schnittes in die Liésung, beginnt auch in den Idioblasten die Abhebung des 
Plasmas. Zu diesem Zeitpunkt sind die Protoplasten der Epidermiszellen bereits 
schén bikonvex abgerundet. Die Abhebung des Plasmas in den Idioblasten erfolgt 
in den sich verjiingenden Zellenden, und zwar meist sogleich konvex, 20 Minuten 
nach dem Einlegen des Schnittes waren alle Idioblasten schén plasmolysiert. Zu 
diesem Zeitpunkt entstand auch das Photo (Abb. 10a). Auf diesem Bild ist deutlich 
der Unterschied im Plasmolysegrad zwischen den Epidermiszellen und den Idio- 
blasten zu sehen. Plétzlich beginnt sich das Plasmanetz in den Idioblasten zu ver- 
grébern, die Maschen werden kleiner, es treten Trépfchen auf, und das Plasma 
verfarbt sich braun. Um 16.15 Uhr sind alle Idioblasten abgestorben. Nach 18 Stun- 
den leben noch fast alle Epidermiszellen. Sie sind schén plasmolysiert, ihr Plasma 
ist leicht gequollen. In vereinzelten Epidermiszellen gibt es Tonoplasten. Die mei- 
sten Subepidermiszellen sind tot. Das Plasma der toten Idioblasten ist braun ver- 
farbt, von den Plasmawaben ist nichts mehr zu sehen, wohl aber war es zum Zer- 
fall des Plasmamosaiks in einzelne Kammern gekommen, wie dies auch Diskus 
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und Kiermayer (1954) an den Raphidenzellen von Haemaria nach Behandlung 
mit 1,0 mol KNO, feststellen konnten. Auf Abb. 10b sind deutlich die einzelnen. 
jetzt braunlich verfarbten Kammern zu sehen. Zwischen ihnen, leer und weif 
erscheinend, sind die Stellen, an denen vordem die Plasmawaben sich befanden. 
Das Plasma ist jetzt kér- 

nig koaguliert. Das Ol 

Me. war nach diesem 18stiin- 

tens = digen Aufenthalt der 

a et Be pa . Schnitte in der KNO,- 
we CaS. Lésung noch immer in 

a den Zellen  verblieben. 
; Nach leichtem Druck auf 
a een , das Deckglas tritt es un- 
—— ter dem _ koagulierten 
Zellinhalt vor, und wird 
zwischen diesem und der 
Zellwand deutlich sicht- 
bar (Abb. 10c); die 
Kammern des Mosaiks 
liegen wirr durcheinan- 
der. Bei starkerem Druck 
wird dann das Ol aus 
den Idioblasten —_ge- 
quetscht. 

Auch in 1.0 mol 
KNO, tritt in den Idio- 
blasten ungefahr % Stun- 
de nach dem Einbringen 
des Schnittes in die L6- 
sung (in manchen Fallen 
auch friiher oder spiter) 
Konvexplasmolyse _ ein. 
Die Zellen sterben aber 
bald darauf ab, der koa- 
gulierte Zellinhalt  er- 
scheint braunlich — ver- 
farbt. Die Glkugeln sind 
zwar geschrumpft, aber 
sie bleiben erhalten. 

15mol KNO,. In 
den Epidermiszellen tritt 
sofort konkave Plasmo- 
lyse ein; zahlreiche 
Hechtsche Faden spannen 
sich zwischen Protoplast 
und Zellwand. Sie sind 
aber nicht starr, sondern 
schwingen lebhaft hin und her. Ungefahr 5 Minuten nach dem Einbringen des 
Schnittes in die Lésung tritt auch in den schmalen Zellenden der Idioblasten Ab- 
hebung des Plasmas ein. Die Anheftungsstelle des Stielchens an der Kugel wird 
jetzt besonders deutlich sichtbar, weil von dort aus sich kleine Faltchen radial iiber 
die Kugel ausbreiten. Nach 10 Minuten sind die Idioblasten schén konvex plasmoly- 


Abb. 10. Houttuynia cordata, Stengel-Flachenschnitt in 
0.6 mol KNO;. a 20 Minuten nach dem Einlegen beob- 
achtet. Epidermiszellen und Idioblasten sind bikonvex 
plasmolysiert. b 18 Stunden nach dem Einlegen betrach- 
tet. Die einzelnen, jetzt braunlich verfarbten Waben- 
kammerchen sind deutlich zu sehen. wahrend die Stellen. 
an denen sich das Plasmanetz befand, leer und weif 
erscheinen. c Durch Druck auf die Zelle wird das noch 
in ihr vorhandene OI sichtbar. Die einzelnen Kammern 
des Mosaiks liegen jetzt wirr durcheinander. 





Zur Anatomie und Protoplasmatik der Olidioblasten 555 


siert, aber auch sie sterben sehr bald ab. Nach 20 Stunden sind alle Epidermiszellen 
noch am Leben, die Idioblasten sind abgestorben und bilden braune Flecken im 
Schnitt. Das Ol ist in den Zellen verblieben. 

2,0molGlyzerin. In den Epidermiszellen tritt unmittelbar nach dem Ein- 
bringen des Schnittes in die Lésung Plasmolyse ein. Nach % Stunde sind die Proto- 
plasten schén bikonvex gerundet. Zahlreiche zarte Hechtsche Faden spannen sich 
zwischen Protoplast und 
Zellwand aus. Nach 15 bis — ~ oo a. 
20 Minuten beginnt aber 
auch in den Idioblasten 
konvexe Abhebung des 
Plasmas in den sich ver- 
jiingenden Zellenden 
(Abb. 11a). Bald aber 
wird auch hier das 
Plasmanetz gréber, und 
die Kugeln verlieren ihre 
Form. Sie erscheinen zu- 
naichst verknittert, das 
Ol verfarbt sich dunkel- 
gelb. Auffallend war. 
daB in den Glyzerin- 
schnitten nach 24 Stun- 
den nichts mehr vom 
Ol zu sehen war. In den 
Idioblasten war aber 
noch das_ vergriéberte 
Plasmanetz zu sehen, in 
der Zellmitie lagen ver- 
knitterte Reste des Ol- 
beutels, die braunlich 
verfarbt waren. Nun 
wurden Schnitte nach 
dem Einbringen im Gly- 
zerin laufend konitrol- 
liert. Dabei zeigte sich. 
da® die durch Glyzerin- 
einwirkung gelb gefarb- 
ten Olkugeln plétzlich aus 
den  Idioblasten aus- 
schliipfen. Dieses Aus- Abb. 11. Houttuyania cordata, Siengelflachenschnitt in 
schliipfen wurde zu wie- 2-9 mol Glyzerin. a 20 Minuten nach dem Einlegen sind 
derholten Malenbeobach- die Idioblasten schén bikonvex abgerundet. b Nach eini- 
tet und konnte einmal ger Zeit koaguliert das Plasma und die Oltropfen schliip- 
auch im Photo festgehal- fen aus den Idioblasten aus. 
ten werden (Abb. 11 b). 

40 molGlyzerin. Auch hier trat meist bald nach dem Einlegen des Schnittes 
Plasmolyse in den Idioblasten ein. Aber auch sie starben sehr bald ab. Das Aus- 
schliipfen von Glkugeln aus den Idioblasten wurde auch hier beobachtet. 

In einem Fall war nach 45 Minuten in den Idioblasten noch nichts von Plas- 
molyse zu sehen, dafiir hatten sich die Glkugeln wesentlich vergréRert. Sie stieBen 
an den Seitenwanden an und waren in der Aufsicht nicht mehr kreisrund, sondern 
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elliptisch. Wahrend die Kugeln vor dem Einlegen des Schnittes in Glyzerin einen 
Durchmesser von ca. 30 bis 40 « hatten, waren sie jetzt bis zu 50 bis 60.4 gro8. Auch 
hier verfarbte sich das Ol dunkelgelb und trat aus den Zellen aus. Das vergréberte 
Plasmanetz und Reste des Olbeutels waren in den Idioblasten noch nach 24 Stun- 
den sichtbar. 


Bei allen Plasmolyseversuchen trat in den Idioblasten die Abhebung des 
Plasmas stets spater ein als in den iibrigen Zellen des Schnittes. Dies diirfte 
wohl, wie bereits erwahnt, auf der geringeren Membrandurdhliassigkeit der 
verkorkten Idioblastenzellwainde beruhen. Der geringere Plasmolysegrad, 
der in den Olzellen immer wieder beobachtet wurde. kann mehrere Ur- 
sachen haben. Er kann einerseits durch einen héheren osmotischen Wert 

der Idioblasten bedingt sein (siehe Diskus und 
Kiermayer), andererseits ist aber auch zu be- 
denken, daf ja die groRe Olkugel, die in der Zelle 
sehr viel Platz einnimmt, bei der Plasmolyse nicht 
kleiner wird und dadurch ein geringerer Plasmo- 
lysegrad und ein héherer osmotischer Wert nur vor- 
getiuscht werden. Auch ist ja nicht gewif, ob zum 
Zeitpunkt des Absterbens der Idioblasten bereits 
osmotisches Gleichgewicht eingetreten war oder ob 
sich der Protoplast noch weiter verkleinert hitte. 
Abb. 12. Peperomia An Stengelschnitten von Peperomia incana und 
scandens. Olidioblast 


in 1,5 mol KNO,. 


a 20 Minuten nach 


Peperomia scandens wurden orientierende Plasmo- 
lyseversuche in 1,5 mol KNO, und 2,0 mol Glyzerin 
ss durchgefiihrt. Der Plasmolyseeintritt in den Idio- 

dem Einlegen. z . re f ae 
- se aii sale blasten erfolgte auch hier spiater als in den tibrigen 
dem Einlegen. Der Zellen des Schnittes, aber die plasmolysierten Ol- 
Protoplast hat sich 7llen lebten wesentlich linger als die von Hout- 
von der Olkugel ab- (uynia. Zwei Stunden nach Versuchsbeginn waren 
geschalt. noch alle am Leben, die in KNO, liegenden zeigten 
allerdings ein eigenartiges Bild. Meist lagen sowohl 
bei P. incana als auch bei P. scandens die Olkugeln neben dem Protoplasten, 
der mit zahlreichen zarten, lebhaft schwingenden Hechtschen Faden an der 
Zellwand haftet (Abb. 12). Der Protoplast hatte sich hier gleichhsam vom 
Olbeutel abgeschalt. Das Plasmanetz war noch vollkommen intakt. Bei einer 
Revision der Schnitte nach 10 Stunden waren aber auch hier alle Idioblasten 
bereits abgestorben, wahrend die iibrigen Zellen des Schnittes noch lebten. 


Farbeversuche 


Zur Anwendung kamen Neutralrot, Brillantcresylblau., Nilblausulfat, 
Rhodamin B und Uranin. 


Neutralrot 1: 10.000. in Aqua dest. gelést. Nach 30 Minuten Auf- 
enthalt im Farbbad sind alle Zellwainde mit Ausnahme der Idioblasten- 
membranen stark rot gefarbt. In den groBen Hypodermiszellen gibt es rote 
Farbstoffkriimel. Die Kugeln scheinen nicht gefarbt. Auch im UV-Licht ist 
an den Idioblasten keine auf das Neutralrot zuriickgehende Fluoreszenz zu 
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sehen. Nach 24stiindigem Verweilen der Schnitte im Farbbad ist an den 
Idioblasten noch immer keinerlei Farbung wahrzunehmen. 

Neutralrot 1: 10.000, gelést in Wiener Leitungswasser (pH um 7,8). 
Nach 3 Stunden ist in den Idioblasten noch immer keine Fiarbung zu sehen. 
Auch im UV-Licht ist weder am Plasmanetz und seinen Vakuolen noch an 
der Olkugel irgendeine auf das Neutralrot zuriickkgehende Fluoreszenz zu 
beobachien. Zellmembranen und Olbeutel leuchten zartblau. 

Nach 24 Stunden erschienen in zwei diinnen Flachenschnitten alle Ol- 
kugeln mehr oder weniger stark rot gefiarbt. In diesen diinnen Schnitten 
waren alle Epidermiszellen abgestorben und nicht gefiarbt. In einem dicken 
Schnitt hingegen erschienen die Kugeln im Hellfeld ungefarbt, nur verein- 
zelie waren ganz schwach rosagelb tingiert. Hier waren aber alle Epidermis- 
zellen noch am Leben und hatten den Farbstoff stark gespeichert. Vielleicht 
machte sich hier Speicherkonkurrenz zwischen Epidermiszellen und Idiobla- 
sten bemerkbar. Von einer Vakuolenfarbung in den Idioblasten war aller- 
dings in beiden Fillen nichts zu sehen. Diskus und Kiermayer (1954) 
fanden an den Raphidenzellen von Haemaria nach kurzer Farbeinwirkung 
ebenfalls keinerlei Vakuolenfarbung; nach 12stiindigem Aufenthalt der 
Schnitte im Farbbad waren vereinzelte Vakuolen des Plasmamosaiks aber 
doch zartrosa gefairbt, wahrend andere vollkommen ungefarbt blieben. 

Die rot gefarbten Kugeln der beiden diinneren Schnitte, aber auch die 
im Hellfeld nicht sichtbar gefarbten Kugeln im dicken Schnitt, fluores- 
zieren im UV-Licht orangegelb bis orangerot. Die Farbe schlagt aber 
nach kurzer Einwirkung des ultravioletten Lichtes in Gelb, bald darauf 
in Griin um. Von einer Fluoreszenz des Plasmas in den Idioblasten ist aber 
nichts zu sehen. 

Einen ahnlichen Farbumschlag unter der Einwirkung des UV-Lichtes 
fanden auch Drawert und Metzner (1956) an den Schleimzellen von 
Helodea densa. Diese kénnen mit Neutralrot elektiv goldgelb fluorochro- 
miert werden, die Farbe schlagt aber dann unter der Einwirkung des 
ultravioletten Lichtes in Griingelb um. Das Auftreten einer Griinfluo- 
reszenz in neutralrotgefirbten Zellen unter dem Einflu& des UV-Lichies 
ist schon seit Strugger (1940, 1949) bekannt. Es wurde nur in Zellen 
mit leeren, nicht aber solchen mit vollen Zellsaften (H6fler 1947) beob- 
achtet (Toth 1952). — Drawert und Metzner konnien im Papier- 
chromatogramm einer Neutralrotlésung bis zu vier mehr oder weniger 
stark fluoreszierende Komponenten nachweisen. Bei Bestrahlen mit einer 
Kohlenbogen- oder Quecksilberhéchstdrucklampe entsteht eine weitere 
intensiv griin fluoreszierende Komponente, die im Elektrophoreseversuch 
zur Anode wandert. 

Drawert schlieBt nun aus seinen Versuchen, daf auch die in der leben- 
den Zelle nach Vitalfarbung mit Neutralrot unter der Einwirkung von 
UV-Licht beobachtete Anderung der Fuoreszenzfarbe auf die sich bildende 
griinfluoreszierende Komponente zuriickzufiihren ist. Damit wire seiner 
Meinung nach eine Méglichkeit gegeben, einen von der lebenden Zelle auf- 
genommenen basischen Farbstoff in der Zelle durch die Bestrahlung in 
einen sauren umzuwandeln. 
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Brillanteresylblau, Griibler. Es wurde in einer Konzentration 
von 1: 10.000 durch Phosphatpuffer auf ca. pH 12,5 gepuffert verwendet. 
Nach 1 Stunde Verweilen des Schnittes im Farbbad erscheinen die Epider- 
miszellen farblos, in vereinzelten gibt es griinblaue Kriimel. Die Zellsafte 
der Hypodermiszellen sind violett, auch in diesen Zellen liegen zahlreiche 
griinblaue Farbstoffkriimel. Die lebenden Idioblasten erscheinen vollkom- 
men farblos, das Plasmanetz ist deutlich zu sehen. In den toten Idioblasten 
ist der koagulierte Zellinhalt griinblau gefarbt. Auch nach 5 Stunden Farbe- 
zeit, zu einem Zeitpunkt, wo auch die Epidermiszellen violett gefarbt 
sind, erscheinen die Idioblasten noch immer vollkommen farblos und 
leuchten weif® aus dem tiefvioletten Schnitt. Bei Haemaria disc. farben 
sich nach Diskus und Kiermayer die einzelnen Vakuolen des Plasma- 
mosaiks bald nach dem Einbringen des Schnities in die Farblésung unter- 
schiedlich stark violett an. 

Nach 20stiindiger Farbung leben nur mehr die Idioblasten, alle anderen 
Zellen des Schnittes sind abgestorben. Im Hellfeld ist auch jetzt noch 
keinerlei Farbung in den Olzellen zu sehen. Im UV-Licht leuchten die 
Kugeln aber griinblau. 

Nilblausulfat, Griibler. Es wurde in einer Konzeniration von 
1 : 10.000 teils in glasdestilliertem, teils in Wiener Leitungswasser gelést ver- 
wendet. Nach 3 Stunden Farbedauer gibt es in den Hypedermiszellen einen 
blauen Kriimelniederschlag. In den Idioblasten ist keinerlei Farbung zu 
sehen. Nach 24stiindigem Aufenthalt der Schnitte im Farbbad ist im Hellfeld 
ebenfalls keinerlei Farbung in den Olzellen feststellbar. Im UV-Licht leuch- 
ten aber die Kugeln jetzt als ganzes griinblau, der iibrige Zellraum matt- 
blaugrau. Tote Idioblasten fluoreszieren zartrosa. Vereinzelte Subepider- 
miszellen speichern den Farbstoff besonders stark und erscheinen jetzt 
schwarzviolett. Sie liegen in Langsreihen, und zwar liegen immer zwischen 
zwei stark tingierten Zellreihen zwei Reihen von Zellen, die nur ganz 
schwach gefarbt erscheinen. Die Idioblasten leuchten weif aus dem violetien 
Sehnitt. 

Rhodamin B, Merck. Nach 15 Minuten Aufenthalt in der Farb- 
lésung 1: 10.000 in glasdestilliertem Wasser zeigte sich in lebenden Idio- 
blasten keinerlei Farbung. In toten Olzellen hingegen ist der Inhalt stark 
weinrot angefarbt. Im UV-Licht leuchten Plasma und Kerne der Epidermis- 
und Hyperdermiszellen goldgelb. In den Idioblasten ist keinerlei Plasma- 
fluoreszenz zu sehen. In den grofen Hypodermiszellen treten auch hier 
wieder zahlreiche blauviolette Farbstoffkriimel auf. Auch nach 1 Stunde 
Farbedauer sind die Idioblasten noch vollkommen farblos und zeigen keiner- 
lei Plasmafluoreszenz. An Schnitten, die 34% Stunden im Farbbad gelegen 
waren, sind Idioblastenmembran und Olbeutel dunkelorangerot fluoro- 
chromiert. Das Plasmanetz ist im Hellfeld gut zu sehen, zeigt aber keinerlei 
Fluoreszenz; an den Kugelrandern hebt es sich schwarz vom orangeleuchten- 
den Olbeutel ab. 

Uranin, Bayer. Von besonderem Interesse erschien mir das Verhalien 
des Idioblasten-Protoplasmas im sauren Farbstoff Uranin (Natriumfluores- 
zein). Bekanntlich ist nur lebendes Plasma mit Fluoreszein farbbar, totes 
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nimmt den Farbstoff nicht an (Dé6ring 1935, Schumacher 1936). Das 
Vermégen, Fluoreszeine zu speichern, scheint irgendwie an den konstitutio- 
nellen Zustand des lebenden Plasmas gebunden zu sein. Welcher Art dabei 
die Bindung zwischen Farbe und Plasma ist, konnte noch nicht geklart wer- 
den. Die Fluorochromierbarkeit mu aber durch irgendwelche physiko-chemi- 
schen Eigenschaften des Plasmas bedingt sein, die mit dem Tode verloren 
gehen (Héfler, Ziegler, Luhan 1956). Es war nun von Interesse, 
wie sich das zwar noch lebende aber doch sicher schon weitgehend ver- 
ainderte, starre Wabenplasma der Olidioblasten gegeniiber diesem Farb- 
stoff verhalt. Es ist bekannt, daf Uranin als saurer Farbstoff vom Plasma 
aus saurer Lésung leichter aufgenommen wird: daher wurde eine Lésung 
von 1: 10.000 Uranin in Puffer von pH 4,8 gelést (m/150 KH,PO,) ver- 
wendet. 

An Schnitten, die 20 Minuten lang im Farbbad gelegen waren und dann 
im gleichnamigen Puffer ausgewaschen und beobachtet wurden, leuchteten 
Plasma und Kerne der Epidermis- und Hypodermiszellen griin. In den 
Idioblasten war das Plasma nicht fluorochromiert. Schnitte, die langere 
Zeit (2—3 Stunden) im Uraninfarbbad gelegen waren, zeigten ein ganz 
anderes Bild. Auch hier fluoreszieren wieder Plasma und Zellkerne der 
Epidermis- und Hypodermiszellen leuchtend griin, aber auch das Plasma- 
netz in den Idioblasten ist jetzt griin fluorochromiert. Viele Epidermis- 
und Hypeodermiszellen haben neben Kern und Plasma auch bereits die 
Vakuole fluorochromiert, in den Idioblasten ist noch keinerlei Vakuolen- 
farbung zu sehen. 

Besonders schén war die Uraninfarbung an jugendlichen Idioblasten 
aus der noch geschlossenen Knospe. Es wurden Langsschnitte durch die 
Knospe verwendet. Nach 1—2 Stunden Farbedauer erscheint das Plasma- 
netz in den Idioblasten griin fluorochromiert, auch das noch homogene 
Plasma unter der Olkugel (siehe Abb. 8) leuchtet griin. Hier erscheint aber 
auch die sonst zartblau fluoreszierende Hiille der Olkugel griin, was wohl 
von dem der Olkugel noch anhaftenden Protoplasma herriihren diirfte. 
Viele Zellen des Schnittes haben auch bereits neben Plasma- und Kern- 
farbung griin fluorochromierte Vakuolen. In den Idicblasten gibt es zu 
diesem Zeitpunkt noch keine Vakuolenfarbung. Die Trépfchen in den ein- 
zelnen Kammern, die blaue Eigenfluoreszenz zeigen, farben sich mit Uranin 
nicht an. Dieser Schnitt wurde in einem offenen Schalchen mit Pufferfliissig- 
keit iiber Nacht liegen gelassen, um die Umlagerung des Farbstoffes vom 
Plasma zur Vakuole beobachten zu kénnen (Déring 1935, Héfler, 
Ziegler, Luhan 1956). Die Epidermiszellen zeigten am nachsten Tag 
vollkommene Umlagerung. Die Vakuolen fluoreszierten jetzt griin, wahrend 
Plasma und Kern nicht mehr fluorochromiert waren. Auch viele Idioblasten 
hatten umgelagert, andere erschienen dunkel, lebten aber noch. In den 
umgelagerten Idioblasten waren die Olkugeln jetzt kleiner als in den 
iibrigen, ihr Plasmanetz war aber noch intakt, und sie lieBen sich auch 
plasmolysieren. 

Das Protoplasma der Olzellen, das sich bei der Bildung des Oles ver- 
braucht und verandert hat, farbt sich demnach mit Uranin wie jedes andere 
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lebende Protoplasma, und hat auch die Fahigkeit, den Farbstoff umzu- 
lagern, d. h. an die Vakuole abzugeben. Eine Anfarbung des Plasmanetzes 
der Raphidenzellen wurde von Diskus und Kiermayer beobachtet, 
allerdings fand bei diesen Zellen keine Umlagerung statt. Wahrend alle 
iibrigen Zellen des Schnittes nach 16 Stunden griine Vakuolenfluoreszenz 
zeigten, war in den Idioblasten nur mehr die Schleimhiille um das Raphi- 
denbiindel zarigriin. 


Zusammenfassung 


In Blatt, Stengel, Rhizom und Wurzel der Saururacee Houttuynia cor- 
data liegen Olidioblasten, die fiir die Familie kennzeichnend sind. Die 
Idioblasten der einzelnen Organe gleichen einander in ihrem Bau. Ver- 
gleichend wurden auch die Olzellen der nahe verwandten Piperaceen unter- 
sucht. Auch hier ist der Bau mit geringen Abweichungen iiberall der gleiche. 
Uber die Olzellen im allgemeinen und die der Piperaceen im besonderen 
liegen bereits zahlreiche Untersuchungen vor, die sich aber alle mehr oder 
weniger nur mit der Entstehung und Entwicklung der Idioblasten und mit 
der Art der Sekretbildung beschaftigen. Wohl wird in einigen davon auch 
das Plasmanetz erwihnt, aber in keiner Arbeit wird auf die Protoplas- 
matik der fertigen erwachsenen Olzelle, deren Plasma sich bei der Olbil- 
dung verausgabt hat, naher eingegangen. Aus neuerer Zeit liegt eine kleine 
Arbeit von Diskus und Kiermayer (1954) vor, die sich mit der 
Protoplasmatik der Raphidenzellen von Haemaria discolor befat. Dieses 
Plasmamosaik in den Raphidenzellen, das von Molisch (1917) beschrie- 
ben wurde, ist wohl dem Plasmamosaik in den Olzellen vergleichbar. 

Untersucht wurden die Idioblasten im Stengel von Houttuynia. Sie 
liegen zwischen der Epidermis und dem hypodermalen Wassergewebe und 
reichen mit einem schmialeren Teil bis unter die Cuticula der Stengelober- 
flache. Sie besitzen in der Regel eine Olkugel (ganz selten wurden zwei 
beobachtet), die mit einem Stielchen an der an die Oberflache grenzenden 
Zellwand ansitzt. Es scheint sich dabei um eine praformierte Stelle in der 
Membran zu handeln, die immer genau in der Mitte gelegen und frei von 
Cuticularleisten ist. Die Membran der Idioblasten ist verkorkt. Sie fluo- 
resziert blau und farbt sich mit Sudan III rot, mit Chlorzinkjod gelb. Das 
auffallendste an den Olzellen aber ist das Plasmamosaik. Das Plasma 
durchzieht als Wabenwerk vom Olbeutel ausgehend die ganze Zelle. Die ein- 
zelnen Plasmawaben umsdhlieBen je eine Vakuole, in der kleine Kérnchen 
und Trépfchen in lebhafter BMB tanzen. Dieses Wabenplasma, das sich 
bei der Bildung des Oles verbraucht hat, wurde im Phasenkontrastmikro- 
skop vergleichend mit dem der Epidermis- und Hypodermiszellen unter- 
sucht. Wahrend in diesen Zellen das Plasma lebhaft strémt und in ihm 
zahlreiche Sphairosomen sowie hantelf6rmige Chondriosomen und auch 
Proplastiden zu sehen sind, ist das Plasmanetz in den Idioblasten starr, 
von Spharosomen und Chondriosomen ist in den Zellen nichts mehr zu 
sehen. Auch besitzen die Idioblasten keinerlei Plastiden. 

Mit Traubenzucker, KNO, und Glyzerin laBt sich trotz verkorkter 
Membran in den Idioblasten Plasmolyse erzielen. Es sind eben noch ge- 
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niigend Poren in der Korkmembran vorhanden, um einen Stoffaustausch 
zu erméglichen. Die Idioblasten leben aber im plasmolysierten Zustand 
nicht mehr lange. Anscheinend ist das starre, verbrauchte Plasma nicht 
mehr in der Lage, derartige Eingriffe heil zu iiberstehen. 

Mit dem sauren Plasmafarbstoff Uranin laft es sich aber bei geniigend 
langem Aufenthalt im Farbbad normal griin fluorochromieren, auch die 
Farbstoffumlagerung vom Plasma zur Vakuole konnte beobachtet werden. 
Es miissen also trotz Verainderung noch immer die physiko-chemischen 
Eigenschaften des Protoplasmas erhalten sein, die fiir die Uraninbindung 
verantwortlich sind. 

Mit Neutralrot und Rhodamin B konnte hingegen keine Plasma- 
fluoreszenz erzielt werden. 
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I. Einleitung 


Im Ektoderm der Hydrozoen ist neben den Epithelmuskelzellen noch 
eine Lage tiefer gelegener, kleiner Zellen vorhanden, die Kleinenberg 
(1872) erstmalig als interstitielle Zellen bezeichnete. Diese sogenannten I- 
Zellen, wie man sie der Kiirze halber auch nennt, wurden bereits in der 
Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckt. So weist F. E. Schulze (1871) dar- 
auf hin, daf schon Corda (1836) die Zusammensetzung des Ektoderms aus 
einer oberflachlichen Lage gréferer und einer tieferen Lage kleiner Zellen 
erkannte. Sehr bald entdeckte man, daf die Nesselkapseln nur in diesen 
Zellen gebildet werden. Kleinenberg stellte ihre Teilnahme an der 
Gonadenbildung fest und leitete die Geschlechtszellen von ihnen ab. N u B- 
baum (1887) deutete die I-Zellen bereits als omnipotente Reservezellen, 
die durch Umbildung alle Zellarten ersetzen kénnen. Er nimmt an, dak 
der Besitz dieser Zellen die Ursache fiir das starke Regenerationsvermégen 
der Hydra ist. 

Der Frage nach der Bedeutung der |-Zellen fiir alle mit starker Zell- 
vermehrung verbundenen Vorgange, wie Wachsium, Knospung, Regenera- 
tion usw., wurden dann eine grofe Zahl von Untersuchungen gewidmet. 
Die Autoren kamen aber zu recht verschiedenen Ergebnissen, indem sie 
die Bedeutung der I-Zellen sehr unterschiedlich einschatzten. Die meisten 
Autoren neigen dazu, die I-Zellen als embryonales Reserveheer bei allen 
histogenetischen Vorgangen anzusehen (Nu&baum 1887, HadZi 1910, 
P. Schulze 1918, Mattes 1925, Strelin 1935, Tardent 1952, 1954, 
1956). Zahlreiche Forscher vertreten aber auch die Auffassung, daft bei 
Neubildungsprozessen den I-Zellen keine nennenswerte Bedeutung zu- 
kommt und daf namentlich die Regeneration nur auf Kosten der dif- 
ferenzierten Zellen erfolgt (Godlewski 1904, Honczek 1934, Stein- 
berg 1954, 1955). Die Bestrahlungsexperimente mit Réntgenstrahlen (Z a- 
warzin 1929, Strelin 1929, Evklahova 1945, Brien und vanden 
Eeckhoudt 1953) haben zwar in klarer Weise auf die morphogeneti- 
sche Bedeutung der I-Zellen hingewiesen, doch braucht diese Bedeutung 
nicht in einer unmittelbaren Beteiligung der I-Zellen am Regenerationsvor- 
gang zu bestehen, indem sie sich in Regeneratszellen umbilden. Nach 
Moore (1952 b) haufen sich die I-Zellen im Entoderm der regenerierenden 
Kérperteile an und behalten ihre embryonalen Eigenschafien. Diese An- 
sammlungen von I-Zellen sollen dann als morphogenetische Induktoren wirk- 
sam sein. Tardent hat dagegen in mehreren Arbeiten (1952, 1954, 1956) 
erneut auf die direkte Beteiligung der I-Zellen an der Histogenese hinge- 
wiesen. 

Offensichtlich ist also auch heute die Frage nach der Bedeutung der 
[-Zellen fiir die verschiedenen Lebensvorgange der Hydrozoen von einer 
Klarung noch weit entfernt. Das Hauptziel der vorliegenden Untersuchung 
war es, eventuell eine vitale Anfarbung der I-Zellen zu erreichen. Das ist 
insofern von Wichtigkeit, als nur durch eine Beobachtung derselben am 
lebenden Objekt eine Reihe noch ungeléster Fragen beantwortet werden 
kann. Fiir eine derartige Vitalmarkierung der I-Zellen schien besonders 
der Fluoreszenzfarbstoff Acridinorange geeignet. der nach den Unitersu- 
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chungen Struggers (1941, 1949) ein vorziiglicher Vitalfarbstoff ist. Zum 
mindesten gilt das fiir pflanzliches Material. Neuerdings wurden aber auch 
an tierischen Geweben umfangreiche Versuche mit Acridinorange unter- 
nommen, besonders von Schiimmelfeder (1950), Weissmann (1953. 
1956) sowie von Zeiger und Mitarbeitern (1951, 1954, 1957). Diese Unter- 
suchungen haben u. a. die Angabe Géssners (1949) bestatigt, da vor 
allem Nucleinsauren fiir die vitale Speicherung des Acridinorange verant- 
wortlich sind. Dieser Befund ist fiir den hier verfolgten Zweck von beson- 
derer Wichtigkeit, da die I-Zellen durch einen hohen Gehalt an Ribo- 
nucleinsiure ausgezeichnet sind (Kedrowski 1941, Brien 1942, 
Moore 1952b und Tardent 1954). Zusatzliche Versuche wurden mit 
den allgemein iiblichen Vitalfarbstoffen wie Brillantcresylviolett, Cresyl- 
echtviolett, Bismarckbraun usw. unternommen. 

Um die Vitalfarbungen richtig beurteilen zu kénnen, war es notwendig, 
sich zunachst iiber Lage, Verteilung, Grofe der I-Zellen usw. genau zu in- 
formieren. Zu diesem Zweck wurden Schnitiserien hergestellt, die mit den 
verschiedensten basischen Farbstoffen und Farbstoffgemischen tingiert wur- 
den, wobei auf die Spezifitat der I-Zellenfarbung und die gleichzeitige 
Darstellung der iibrigen Zellelemente Wert gelegt wurde. Bei der Auswer- 
tung der Priparate wurde auch besonders auf eine Beteiligung der schon 
differenzierten Zellen beim Wachstum, der Knospung und dem Ersatz ver- 
brauchter Zellen geachtet, um so den Anteil der I-Zellen bei den genann- 
ten Lebensvorgangen gegen den der differenzierten Zellen abgrenzen zu 
kénnen. 


II. Material und Methode 


Als Material fiir die Untersuchungen dienten Pelmatohydra oligactis 
Pallas und Cordylophra caspia Pallas. Die Pelmatohydren wurden in 
kleinen Aquarien des Instituts gehalten und regelmafig mit Daphnien 
gefiittert. Sie vermehrten sich stets ungeschlechtlich durch Knospung; eine 
Bildung von Sexualprodukten konnte nie beobachtet werden. Die Daphnien 
wurden im Winter in einem 701 fassenden Aquarium geziichtet. Bei einer 
Wassertemperatur von 23—30°C und Fiitterung mit Blutmehl vermehrten 
sie sich recht intensiv und standen stets in ausreichendem Mafe zur Ver- 
fiigung. 

Die zur Untersuchung gelangenden Cordylophora-Kolonien stammten 
aus dem Rostocker Hafen. In besonders grofer Zahl sind sie an den Pfah- 
len der Fahrbriicke vorhanden, wo sie im Sommer dichte Rasen bilden. 


Zur Herstellung von Schnittpraparaten wurden die Tiere in verschiede- 
ner Weise fixiert. Als geeignete Fixierungsfliissigkeiten haben sich das 
Bouinsche Gemisch (Romeis, $305) und besonders die Zenker sche 
Fliissigkeit (Ro meis, $336) erwiesen. Fiir besondere Zwecke, wie histo- 
chemische Nachweise und Fluorochromierungen, wurde mit Carnoy (Ro- 
meis, § 226) fixiert. Es wurden noch weitere Fixierungsfliissigkeiten aus- 
probiert, so Sublimat-Alkohol nach Schaudinn (Romeis, $330), Sub- 
limat-Formol-Eisessig und das Flemmingsche Gemisch (Romeis, 
§ 290), die sich aber nicht so gut bewahrten. 
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Da die I-Zellen ausgesprochen basophil sind, eignen sich fiir ihre Dar- 
stellung im histologischen Praparat nur basische Farbstoffe und Farbstoff- 
gemische. Damit auch das iibrige Gewebe sichtbar gemacht wird, ist eine 
Gegenfarbung mit sauren Farbstoffen zu empfehlen. Folgende Farbstoffe 
bzw. Farbstoffgemische gelangten zur Anwendung: 


Toluidinblau (Romeis, $614 und 697), 

Orange-Eosin-Toluidinblau (Romeis, § 726), 

Gallocyanin-Chromalaun nach Einarson, z.'T. mit Eosin als Gegen- 
farbung, 

Methylgriin-Pyronin nach Unna, 

saures Himalaun nach P. Mayer (Romeis, $651), 

Hamatoxylin nach Heidenhain (Romeis, § 672), 

eosinsaures Methylenblau (Romeis, §$ 1395), 

Giemsa-Lésung (Romeis, § 1402), ‘ 

Gemisch nach Kardos-Pappenheim (Romeis, $1407), 

Azur II-Eosin nach Nocht-Maximow (Romeis, $1396). 


Fiir den Nachweis der Ribonucleinsiure in den J-Zellen diente die 
Methylgriin-Pyroninfarbung in Verbindung mit einer Ribonuclease-Extrak- 
ition (Brachet-Test). Daneben wurde mit Gallocyanin-Chromalaun nach 
Einarson, und zwar in der von Pearse (1954) angegebenen Variation 
bei einem pH von 0,8—1,6, gefarbt, ebenfalls in Kombination mit einer 
Ribonuclease-Extraktion der Schnitte. Es handelte sich um kristalline 
Ribonuclease, die nach der von Lip p gegebenen Vorschrift (1 mg/ecm bei 
379C) angewendet wurde. Fiir den Nachweis von Thymonucleinsaure be- 
diente ich mich der Feulgen-Reaktion (Romeis, $1233) und fiir die 
Identifizierung epithelialer saurer Mucopolysaccharide der Alcianblau- 
Kernechtrot-Farbung (Rauen 1956). 

Vitalfarbungen wurden vor allem mit Acridinorange (Merck) unter- 
nommen. Fiir zusatzliche Versuche dienten Bismarckbraun, Cresylechtvio- 
lett, Brillantcresylblau, Brillantcresylviolett und Toluidinblau. Das Acridin- 
orange kam in verschiedener Weise zur Anwendung: 

1. in hohen Konzentrationen (1 : 20000) bei kurzer Farbedauer (wenige 
Sek.) und 

2. in geringer Konzentration (1: 1000000) bei relativ langer Einwir- 
kungszeit (bis 48 Std.). 

Mit den iibrigen Vitalfarbstoffen wurde in einem Konzentrationsbereich 
von 1: 100000 bis iiber 1: 1000000 gefarbt. Bei Farbungen an Pelmato- 
hydra wurden die Farbstoffe in deren Kulturwasser gelést; fiir Cordylo- 
phora diente das Wasser des natiirlichen Standortes als Lésungsmittel. 

Die Acridinorangelésungen wurden aus einer allwéchentlich frisch be- 
reiteten Stammlésung (1 : 1000) hergestellt, die im Dunklen aufbewahrt 
wurde. Fiir wenige Sekunden dauernde Farbezeiten kamen die Objekte in 
eine Glasréhre, die an einem Ende durch Miillergaze verschlossen war. 
Durch Eintauchen der Rohre in Farblésung und Spiilfliissigkeit konnten 
beliebig kurze Farbungszeiten erreicht werden. 

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden mit der grofen 
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LLumineszenzeinrichtung von Zeiss durchgefiihrt, die eine Kohlenbogenlampe 
als Lichtquelle besitzt. Es wurde ausschlieflich mit blauem Erregerlicht ge- 
arbeitet (blauer Erregerlichtfilter BG3 von 4mm Schichtdicke und oranger 
Okularsperrfilter OG 1). 


Ill. Bisherige. Ergebnisse und eigene Untersuchungen 


A. Spezifische Farbemethoden fiir interstitielle Zel- 
len und Nachweis der Ribonucleinsaure 


Der Grund fiir die starke Affinitat der I-Zellen zu den basischen Farb- 
stoffen ist ihr Reichtum an Ribonucleinsaure, wie verschiedentlich nachge- 
wiesen worden ist, so an Chlorohydra (Brien 1942), Cordylophora 
(M oore 1952b) und an Hydra vulgaris (Tardent 1954). Im Sinne einer 
Nachpriifung habe ich mit dem Brachet-Test und der Gallocyanin- 
Chromalaun-Farbung nach Einarson in Verbindung mit einer Ribonucle- 
ase-Extraktion eine positive Reaktion in den I-Zellen von Pelmatohydra 
und Cordylophora erhalten. Ebenso fiel die Reaktion in den entodermalen 
Driisenzellen positiv aus. Die beiden Driisenzelltypen, die bei Pelmato- 
hydra vorkommen (Schneider 1908), sind auch fiir das Entoderm von 
Cordylophora charakteristisch. Die einen besitzen ein acidophiles Sekret 
und werden von Schneider als Eiweifidriisen bezeichnet. Ihre Funktion 
ist nach Beutler (1924) die Abscheidung der proteolytischen Fermente, 
die in den grofen Sekretballen enthalten sein sollen. Die anderen sezernie- 
ren ein basophiles Sekret und sind unter dem Namen Schleimdriisen be- 
kannt. Die Verteilung der beiden Driisenzelltypen auf die verschiedenen 
Entodermregionen wurde von Kanajew (1926b) und besonders von 
Strelin (1928) an Pelmatohydra untersucht. Die acidophilen Driisen sind 
dort iiber das gesamte Entoderm mit Ausnahme des Stielentoderms mehr 
oder weniger gleichmafig verteilt, wahrend die Schleimdriisen hauptsach- 
lich in der Mundscheibe angeordnet sind. Besonders die Driisenzellen mit 
acidophilem Sekret besitzen viel basophiles, ribonucleinsadurehaltiges 
Plasma. 

Auf Grund der starken Anreicherung von Ribonucleinsdure in den 
I-Zellen' kommen fiir ihre Darstellung im mikroskopischen Praparat nur 
basische Farbstoffe in Betracht. An zahlreichen Schnittserien von Pelmato- 
hydra wurde versucht, geeignete Farbstoffe ausfindig zu machen. Diese 
sollen die I-Zellen méglichst elektiv anfarben. Um eventuell vorhandene 
Beziehungen zu den umgebenden Zellen sichtbar zu machen, wird das 
iibrige Gewebe durch geeignete Gegenfarbungen hervorgehoben. Es muff 
hier von vornherein festgestellt werden, da es keinen Farbstoff gibt, der 
allein die ribonucleinsaurehaltigen Strukturen anfarbt. Es werden vielmehr 
von den basischen Farbstoffen alle stark sauren Substrate tingiert. Die In- 
tensitat der Anfarbung laRt eventuell Riickschliisse auf den Grad der 
Basophilie bzw. auf die Menge der sauren Substanzen zu. Neben den Nucle- 
insduren kommen als saure Gewebebestandteile vor allem saure Mucopoly- 
saccharide und saure Lipide in Frage. So wurden bei Pelmatohydra mit 
den basischen Farbstoffen nicht nur die I-Zellen und Driisenzellen erfafi, 
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sondern auch die fertig ausgebildeten Glutinanten zeigten stets eine starke 
Anfarbung. Der Grund fiir ihre starke Basophilie ist sicher die Anwesen- 
heit saurer Mucopolysaccharide, denn es handelt sich in diesem Falle um 
Klebkapseln, die in ihrem Innern schleimige Substanzen bergen. Jedenfalls 
enthalten sie keine Nucleinséuren, denn nach Ribonuclease-Extraktion be- 
halten sie ihre Basophilie, und die Feulgen-Reaktion fallt, wie nicht 
anders zu erwarten, negativ aus. Auf saure Mucopolysaccharide weisen 
ebenfalls ihre metachromatische Anfarbung mit Gallocyanin-Chromalaun 
(violett) und ihre Affinitat fiir Methylenblau in stark saurem Bereich (pH3) 
hin. Neben den Glutinanten zeigt auch das Sekret der Schleimdriisen 
eine starke Basophilie, die nicht durch Nucleinsauren bedingt ist. Besonders 
auffallig ist die starke Affinitaét des Driisensekrets zum Pyronin, die nach 
Ribonuclease-Extraktion erhalten bleibt. Die Farbreaktion mit Alcianblau- 
Kernechtrot fallt positiv aus, was auch hier das Vorhandensein saurer 
Mucopolysaccharide vermuten aft. 

Von den zahlreichen Farbemethoden, die ich an meinen Objekten aus- 
probiert habe (s. S. 566), erhielt ich die besten Resultate mit saurem Ham- 
alaun nach P. Mayer, mit dem K ardos-Gemisch und mit Azur II-Eosin 
nach Nocht-Maximow. Diese Methoden sind einfach in ihrer Anwen- 
dung und geben immer sichere Ergebnisse. Saures Himalaun ist mit Eosin 
als Gegenfarbung zu empfehlen. Das Kardos-Gemisch wurde fiir die Dar- 
stellung der I-Zellen bereits von Schlottke (1930) und Kirchner 
(1930) benutzt; beide Autoren haben damit gute Resultate erzielt. Als weit- 
aus beste Farbstoffkombination erwies sich das Azur II-Eosin. Strelin 
(1928) benutzte es bereits bei seinen Untersuchungen; weiter wurde es von 


Kanajew (1930) und Tardent (1954, 1956) verwendet. Das Azur II 
stellt die I-Zellen leuchtend blau dar, ebenso die entodermalen Driisen- 
zellen. Auferdem werden alle iibrigen Zellen und Zellbestandteile gut ge- 
farbt und kénnen leicht voneinander unterschieden werden. Ich habe des- 
halb auch hauptsachlich mit diesem Farbstoffgemisch gearbeitet. 


B. Die interstitiellen Zellen von Pelmatohydra 
oligactis Pallas 


1. Allgemeine Charakteristik und Einteilung der interstitiellen Zellen 


Kleinenberg (1872) erkannte bereits, da die Ektodermzellen nichi 
mit ihrer ganzen Basalseite der Stiitzlamelle aufsitzen, sondern mit dieser 
nur durch Fortsiatze verbunden sind. Durch diesen Bau der ektodermalen 
Epithelmuskelzellen wird ein Hohlraumsystem geschaffen, das von den 
I-Zellen ausgefiillt wird. 

Mit dem Begriff interstitielle Zellen verbindet man gewéhnlich die Vor- 
stellung, daf es sich hier nur um indifferente Zellen handelt. Es muf jedoch 
beriicksichtigt werden, daf sich die indifferenten Zellen dauernd in andere 
Zellformen umbilden und daf diese Differenzierungsstadien nur noch teil- 
weise oder gar nicht mehr indifferent sind. Um Irrtiimern aus dem Wege 
zu gehen, ist es folglich notwendig, eine Einteilung dieser interstitiell ge- 
lagerten Zellen vorzunehmen: 

a) Diejenigen I-Zellen, die Nesselkapseln in ihrem Innern erzeugen, 





Untersuchungen an den interstitiellen Zellen 569 


konnen meist sehr leicht identifiziert werden. Sie werden normalerweise 
als Cnidoblasten bezeichnet und liegen wie die indifferenten Zellen in 
Gruppen beisammen (Abb. 1). Die Anfangsstadien der Cnidoblasten sehen 


aes 92 


Abb. 1. Pelmatohydra oligactis. Laingsschnitt (7,5 “), Zenker, Azur II-Eosin, Obj. 
H-Immersion (60), Ok. 6,3 proj. Im Ektoderm liegen fiinf fertig ausgebildete Pene- 
tranten (Pe) in ihren Cnidoblasten. [Z I-Zelle; Gl = Glutinante. 


Abb. 2. Pelmatohydra oligactis. Technik wie in Abb. 1. Im Ektoderm sechs junge 
Cnidoblasten (Cb). Das helle Blaschen stellt die Anlage der Nesselkapsel (Pene- 
trante) dar. Die Kerne liegen exzentrisch. Gl Glutinante. 


jedoch noch genau wie die indifferenten Zellen aus und unterscheiden sich 
von diesen nur durch einen kleinen Tropfen im Innern des Plasmas, der die 
Anlage der Kapsel darstellt (Abb. 2). Hier mu man oft sehr genau hin- 
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sehen, um eine Verwechslung mit den noch indifferenten I-Zellen zu ver- 


meiden. 
b) Die Umbildungsstadien der indifferenten Zellen in Ektodermzelien 


Abb. 3. Pelmatohydra oligactis. Technik wie in Abb. 1. Im Ektoderm liegen drei 
junge Ephitelmuskelzellen (EMZ), die aus: indifferenten Zellen entstanden sind. Ihre 
Zellkerne haben bereits die Groéfe der Zellkerne normaler Epithelmuskelzellen er- 
reicht. Gl = Glutinante, KEn = Kern einer Epithelmuskelzelle des Entoderms. 


Abb. 4. Pelmatohydra oligactis. Technik wie in Abb. 1. Im Entoderm friihes Stadium 
einer Entodermzelle (Pfeil). 


sind in den Anfangsphasen der Differenzierung nur an dem gréfer gewor- 
denen Zellkern zu erkennen. Die spateren Stadien fallen durch ihre GréRe 
auf und sind leicht von den indifferenten Zellen zu unterscheiden (Abb. 3). 
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Strelin (1928) bezeichnet sie als junge Epithelmuskelzellen des Ekto- 
derms. 

c) Die entodermalen Differenzierungsstadien der indifferenten Zellen 
besitzen dieselben morphologischen Eigenschaften wie die im Ektoderm 
gelegenen. Vor allem aber sind sie an ihrer Lage im Entoderm leicht zu 
identifizieren (Abb. 4). 

d) Die indifferenten Zellen selbst sind sehr klein. Sie besitzen ein dich- 

tes, stark basophiles Plasma und 
einen relativ grofen, thymonu- 
cleinsiurereichen Kern. Im fixier- 
ten Zustand (Carnoy) hat er 
einen mittleren Durchmesser von 
4u. Das Plasma stellt nur eine 
dinne Umhiillung des Kernes 
dar: die Dicke dieser Plasma- 
schicht betrigt etwa 0,5—0,7 up. 
Meist liegen die indifferenten 
Zellen in gréReren Gruppen bei- 
sammen, wie es in Abb. 3 gut 
zu sehen ist. 


Die hier geschilderten Ver- 
hiltnisse findet man in aihnlicher 
Weise auch bei Cordylophora 
vor. Nur sind dort neben den 
I-Zellen von mehr oder weniger 


runder Form auch viele wan- 
dernde I-Zellen vorhanden, die 
eine spindelférmige Gestalt be- 
sitzen. Solche Wanderzellen sind 
bei Pelmatohydra nur sehr selten 
anzutreffen. Ein wichtiger histo- 
chemischer Unterschied ist der 
wesentlich niedrigere Gehalt der 
1-Zellenkerne von Cordylophora 
an Thymonucleinsiure. 


Abb. 5. Pelmatohydra oligactis. Langs- 
schnitt (7.5) durch die Kérperwand im 
mittleren Teil des Rumpfes, Zenker, 
Azur II-Eosin. Obj. 20, Ok. 6,3 proj. 
EMZ = junge Epithelmuskelzellen (z. T. 
mit zwei Nucleolen in den Kernen): 
Dr = entodermale Driisenzellen (,,.Eiweif- 
Die indifferenten Zellen lie- driisen“): iZ = indifferente Zellen. 

gen bei Pelmatohydra vor allem 

im Ektoderm der Knospungszone. Aber auch im iibrigen Ektoderm sind sie 
recht haufig bis auf die Tentakeln, den Stiel und das Peristom. In den Ten- 
takeln fehlen die I-Zellen vollends, im Stiel sind nur wenige, und zwar in 
dessen oberem Teile, zu finden, im Peristom sind sie gleichfalls nur in gerin- 
ger Zahl vohanden. Diese Tatsachen sind allgemein bekannt. Ebenso wei 
man seit langem, daf die Nesselkapseln nur in den indifferenten Zellen ge- 


2. Die Bedeutung der indifferen- 
ten Zellen fiir die Lebensvorgénge 
bei Pelmatohydra 
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bildet werden. Der Hauptbildungsort fiir die Cniden ist bei Pelmatohydra 
die Knospungszone. Die Wanderung in die Tentakel, die den gréRten Teil 
der Cniden benétigen, erfolgt nach Jones (1941) durch den Gastral- 
raum. Die Nesselkapseln dringen durch die Stiitzlamelle und gelan- 
gen ins Entoderm. Dort werden sie meist in den Gastralraum entlas- 
sen und durch die Fliissigkeit an ihren Bestimmungsort gebracht. Diese 
Beobachtung machte auch schon Hadzy (1909) an lebenden Tubularien. 
Es kénnen sich aber auch distale Plasmaportionen der Entodermzellen ab- 
lésen und die Cnidoblasten transportieren, oder ganze Entodermzellen 
werden amodboid und iibernehmen den Transport. In den Hauptverbrauchs- 
orten werden die Kapseln dann durch das Entoderm aufgenommen und ge- 
langen durch die Stiitzlamelle ins Ektoderm. 

Meine Beobachtungen stimmen damit vollkommen iiberein, So habe ich 
niemals wandernde Kapseln im Ektoderm angetroffen. Dagegen kann man 
mit Leichtigkeit viele unverbrauchte Kapseln im Entoderm auffinden, und 
zwar besonders haufig in der Knospungszone. Bei ihrem Durchtritt durch 
die Stiitzlamelle wélbt sich diese zunachst leicht vor; anscheinend besitzt 
die Stiitzlamelle also eine gewisse Elastizitat. Dann wird sie aber offenbar 
an der Durchbruchsstelle aufgelést, denn die Vorwélbung ist nur in der An- 
fangsphase des Durchwanderns zu bemerken. 

Die Umbildung der indifferenten Zellen in die Zellen des Ektoderms ist 
von Strelin (1928) eingehend beschrieben worden. In meinen Prapara- 
ten waren ebenfalls alle Zwischenstadien zu beobachten. Zunachst wird das 
basophile Plasma stark vermehrt, wobei sich gleichzeitig der Kern ver- 
gréBert (Abb. 3). Dann treten Vakuolen auf, die rasch an Zahl zunehmen, 
und die Basophilie des Plasmas geht allmahlich verloren. Mit der Ver- 
gréBerung des Kernes geht eine Verminderung seiner Farbbarkeit durch 
basische Farbstoffe einher. Wie ich beobachten konnte, fallt auch die 
fF eulgen-Reaktion immer schwacher aus: Die Kerne der indifferenten 
Zellen zeigen eine stark positive Reaktion: bei den Kernen der Differen- 
zierungsstadien fallt sie schon schwacher aus. und die Kerne der Epithel- 
muskelzellen geben nur noch eine sehr schwache F eulgen- Reaktion 


(Abb. 6). 


Die gleichen Ubergiange findet man bei einer Anfarbung mit Methyl- 
griin, das fiir Thymonucleinsiure ebenfalls recht spezifisch ist. Wahrend 
dieser Umwandlung hat sich der Kerndurchmesser etwa verdoppelt. Es ist 
nicht anzunehmen, daff die Menge der Thymonucleinsaure abgenommen 
hat. vielmehr wird es so sein, da® die Verteilung derselben auf das be- 
deutend vergréRerte Kernvolumen den schwiacheren Ausfall der Reaktion 
bedingt. 


Die Umbildungsstadien der indifferenten Zellen in Entodermzellen sind 
leicht an ihrer Lage zu erkennen (Abb. 4). Das Uberwandern ins Ento- 
derm durch die Stiitzlamelle scheint ziemlich rasch vor sich zu gehen, denn 
man trifft nur relativ selten Zellen in der Stiitzlamelle an. Im Entoderm 
liegen die I-Zellen zunachst basal zwischen dessen Zellen und besitzen eine 
abgerundete Form. Sie kénnen sich auch jetzt noch teilen. Besitzt der Kern 
zwei Nucleolen. so wandelt sich die I-Zelle in jedem Falle in eine Epithel- 
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muskelzelle um, denn die Kerne der Driisenzellen haben stets nur einen 
Nucleolus, wahrend die der Epithelmuskelzellen auch zwei haben kénnen. 
Es tritt dann an der der Stiitzlamelle zugekehrten Seite sehr bald die erste 
Vakuole auf. Die Zellen strecken sich sodann in die Lange, wobei sich ein 
schmales Basalstiick von einem kolbig angeschwollenen Endstiick, das den 
Kern enthalt, absondert. Die Vakuolisierung nimmt vor allem im Stielteil 
der Zelle stark zu, und die Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen wird 
geringer. Am langsten halt sich die Basophilie im Spitzenteil der Zelle. Der 
Kern macht die gleiche Umwandlung durch, wie sie fiir das Ektoderm be- 
schrieben wurde. 


Abb. 6. Pelmatohydra oligactis. Langsschnitt (7,5 ~), Zenker, Thymonucleal-Licht- 

griin. Obj. H-Immersion (60), Ok. 6.3 proj. Im Ektoderm (rechts) liegen sieben 

Zellkerne von indifferenten Zellen (K;), ein Zellkern einer ausgebildeten Ephitel- 

muskelzelle (K,) und fiinf Zellkerne von jungen Ephitelmuskelzellen (K,). Erkla- 
rung im Text. 


Bei der Umwandlung der indifferenten Zellen in Driisenzellen nimmt 
die Basophilie des Plasmas sogar noch in geringem Mafe zu, Hier treten 
im distalen Teil der Zelle sehr bald die ersten Sekretgranulen auf. 


Die ektodermalen Driisenzellen der Fufscheibe entstehen bei Pelmato- 
hydra jedoch nicht aus indifferenten Zellen, sondern durch Umbildung nor- 
maler Ektodermzellen (Gelei 1925, Tripp 1928, Kanajew 1930). Bei 
der Ausbildung der Fufscheibe an der Knospe kurz vor der Ablésung vom 
Muttertier kann man diesen Vorgang sehr gut verfolgen. Dadurch wird 
aber nichts an der Tatsache geandert, daft sich die indifferenten Zellen in 
fast alle Zellformen des Hydrakérpers umbilden kénnen (HadZi 1910). 
. Jede einzelne Zelle der Hydra wird aus den unsterblichen [-Zellen ersetzt, 
wenn sich bei ihr Alterserscheinungen bemerkbar machen“ (Schlottke 
1930). Ihre Hauptaufgabe scheint mir aber die Bildung von Nesselkapseln 
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zu sein, die stets in groBer Menge im Ektoderm erzeugt werden. Ebenso ist 
ihre Bedeutung fiir die Regeneration (Mattes 1923, Kanajew 1926a 
und b, Strelin 1929, Evklahova 1945 u.a.) und Knospenbildung 
(Lang 1892, HadZi 1910) wohl kaum noch anzuzweifeln. 


3. Die Rolle der differenzierten Zellen beim Wachstum und bei der 
Knospung 

Es erhebt sich jetzt die Frage. ob die differenzierten Zellen die Fahig- 

keit zur mitotischen Teilung vollkommen verloren haben und ob alle Zell- 

vermehrungen auf das Konto der indifferenten Zellen gehen. Die diesbe- 

ziiglichen Angaben in der Literatur sind recht unterschiedlich. Lang (1892) 


—_ 
= 
Abb. 7. Abb. 8. 
Abb. 7. Pelmatohydra oligactis. Aufsicht auf eine Metaphase in einer Epithelmuskel- 
zelle des Entoderms (Pfeil). Schnittdicke 64, Carnoy, saures Haimalaun mit Eosin 
als Gegenfarbung. Obj. H-Immersion (60), Ok. 6,3. proj. 


Abb. 8. Friihe Anaphase einer Entodermzelle (Pfeil). Technik wie in Abb, 7. 


fand bei seinen Untersuchungen iiber den Knospungsvorgang nur Mitosen in 
den Epithelmuskelzellen des Ektoderms, aber keine in den differenzierten 
Entodermzellen. H adi (1910), der ebenfalls iiber die Knospung arbeitete, 
konnte in den differenzierten Zellen gar keine Mitosen feststellen. Ebenso 
findet Strelin (1928) nur Mitosen in den [-Zellen und deren friihen 
Differenzierungsprodukten, nicht aber in den voll ausgebildeten Zellen. 
Schlottke (1930) sieht ebenfalls nur die I-Zellen fiir teilungsfahig an. 
Schneider (1890), Steche (1911), Gelei (1924) und Kanajew 
(1926a und b) trafen in den spezialisierten Zellen Mitosen an, hielten sie 
aber fiir seltene Erscheinungen. McConnell (1933a und b), der diese 
Frage genauer untersucht hat. fand aufer in den I-Zellen auch in allen 
differenzierten Zellen Mitosen mit Ausnahme der Tentakelzellen und der 
Zellen der Fufdriise. 
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In meinen Priparaten konnte ich anfangs nur Mitosen in den indifferen- 
ten Zellen und deren friihen Differenzierungsprodukten feststellen und auch 
hier nur in sehr geringer Zahl. Darauf habe ich Tiere untersucht, die sehr 
lange gehungert hatten und dann durch reichliche Fiitterung in raschem 
Wachstum und reger Knospenbildung begriffen waren. Hier fand ich in 
jedem Schnitt viele mitotische Teilungen in den indifferenten Zellen und 
den jungen Epithelmuskelzellen. Aber auch in den vollkommen differen- 
zierten Zellen konnten Mitosen festgestellt werden, und zwar durchschnitt- 
lich zwei bis drei pro Schnitt 
(Abb. 7—9). Ebenso wie McC on- 
nell konnte ich jedoch keine 
Mitosen in den Tentakel- und 
FuRdriisenzellen auffinden. 

Am Wachstum und an der 
Knospung nehmen also auch die 
differenzierten Zellen Anteil. Bei 
Tieren, die sich in histogeneti- 
scher Hinsicht in Ruhe befinden 
(bei geringer Fiitterung), sind in 
den differenzierten Zellen keine 
Mitosen zu beachten. Es sind hier 
auch nur die verbrauchten Zellen 
zu ersetzen, was scheinbar allein 
von den I-Zellen bewerkstelligt 
wird. Wird jedoch reichlich ge- 
fiittert. so daff die Tiere wachsen Abb. 9. Telophase einer Entodermzelle 
und Knospen bilden, so sind auch (Pfeil). Knospe, Technik wie in Abb. 7. 
die voll differenzierten Zellen 
daran beteiligt. Die primaire Rolle fallt aber auch hier den [-Zellen zu, wie 
die vielen Umbildungsstadien in alle Zellformen beweisen. 


C. Die interstitiellen Zellen von Cordylophora caspia 


Pallas 


1. Die Verteilung der I-Zellen auf die verschiedenen Kérperregionen des 
Polypen 


Eingehend untersucht wurden die I-Zellen von Cordylophora zum ersten- 
mal durch Kirchner (1935). Sie finden aber schon bei F. E. Schulze 
(1871) und Pauly (1901) Erwahnung. Ihre Verteilung auf die verschiede- 
nen Kérperbereiche des Hydropolypen ist jedoch noch nicht genauer be- 
schrieben worden. Kirchner (1935) erwahnt lediglich, daf die I-Zellen 
besonders im unteren Hydrokaulusabschnitt konzentriert seien. 

An meinen Praparaten konnte ich feststellen, daf& im Hydranthen nur 
sehr wenige I-Zellen zu finden sind (Abb. 13). Sie kénnen dort aber iiber- 
all vorkommen: selbst in den Tentakeln findet sich hier und da eine. Das 
Ektoderm des Hydrokaulus erscheint dagegen wie vollgepfropft mit ihnen 
(Abb. 10). Einen von der Spitze zur Basis hin abfallenden Gradienten in 
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der I-Zellenverteilung, wie ihn Tardent (1954) bei Chlorohydra und 
Tubularia gefunden hat, konnte ich nicht nachweisen. 

Dichit unterhalb des Hydranthen ist in einem kleinen Hydrokaulusbe- 
reich sogar eine Zunahme der I-Zellenzahl in basaler Richtung festzustellen. 
Proximal von dieser Zone bleibt dann die Zahl der I-Zellen, von lokalen 
Anhaufungen abgesehen, mehr oder weniger konstant. Vielleicht wiirden 

genaue Auszihlungen aber auch 

‘a hier eine ahnliche Verteilung wie 
bei Tubularia ergeben. Die Ver- 
minderung der I-Zellenzahl im 
obersten Hydrokaulusbereich er- 
klare ich mir durch eine ver- 
stirkte Umbildung der I-Zellen 
in differenzierte Zellen, die hier 
zu beobachten ist. Die Ektoderm- 
zellen sind in dieser Zone sehr 
plasmareich und schwach baso- 
phil, als wenn sie gerade aus 
l-Zellen hervorgegangen wiiren. 
Die Entodermzellen  gleichen 
denen im Hydranthen, von denen 
die typischen Entodermzellen des 
Hydrokaulus durch ihre ge- 
ringe Héhe und ihren Reichtum 
an Reservestoffen unterschieden 
sind. Die Verhiltnisse in der 
Hydrorhiza habe ich nicht ge- 
nauer untersucht, doch scheinen 
die I-Zellen hier in geringerer 
Zahl als im Hydrokaulus vorzu- 
kommen. 


Abb. 10. Cordylophora caspia. Liangs- > Di ae? 
d : ? 2. Die Bedeutung der indifferenten 
schnitt (5) durch den Hydrokaulus dicht 35H ft 


unterhalb des Hydranthen. Zenker, Azur calton ar ee 5a 
II-Eosin, Obj. 20, Ok. 63 proj. Im Ekto- Cordylophora 
derm zahlreiche I-Zellen, Pt = Penetrante, Nach Kirchner (1935) ha- 
K =Kerne der Epithelmuskelzellen des ben die I-Zellen eine grofe Be- 
Ektoderms mit zwei Nucleolen. deutung fiir folgende Prozesse: 
Nesselkapselbildung. Ersatz ver- 
brauchter Zellen, Bildung von Geschlechtsprodukten, Gonophorenbildung 
und Knospung. In einigen Punkten stimmen meine Beobachtungen jedoch 
nicht mit Kirchners Ergebnissen iiberein. Mit diesen Differenzen in 
unseren Auffassungen werde ich mich in den folgenden Abschnitten naher 
auseinandersetzen: 


a) Die Orte der Nesselkapselbildung und die Nesselkapselwanderung 
Die wichtigste Aufgabe der indifferenten Zellen ist auch bei Cordylo- 
phora die Erzeugung von Nesselkapseln. Bei Pelmatohydra hatien wir ge- 
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sehen, daft der Hauptbildungsort die Knospungszone ist. Ebenso gibt es 
bei Cordylophora gewisse Zentren der Cnidenbildung, die sich nach 
Kirchner im Ektoderm des unteren Hydrokaulusteiles dicht oberhalb 
der Hydrorhiza befinden. Meinen Beobachtungen zufolge liegen diese Bil- 
dungszentren jedoch stets ein kleines Stiick unterhalb des Hydranthen, wo- 
bei es von der Linge des Hydrokaulus abhangt, wie grof die Entfernung 
zur Hydrorhiza ist. Neben diesen Zentren besonders intensiver Cnido- 
blastenproduktion fand ich aber auch im gesamten Hydrokaulus bis auf 
den Bereich dicht unterhalb des Hydranthen eine mehr oder weniger starke 
Cnidenbildung, so da diese Bildungszentren keine scharf umgrenzten Be- 


Abb. 11. Cordylophora caspia. Langsschnitt (5 4) durch die Ubergangszone vom 
Hydrokaulus zum Hydranthen, Zenker, Azur II-Eosin, Obj. 10, Ok. 6,3 proj. Im 
Ektoderm zahlreiche wandernde Nesselkapseln. Pe = Penetrante, Vo Volvente. 


reiche darstellen. Vielleicht, hat Kirchner nur sehr junge Individuen 
untersucht, die erst einen kurzen Hydrokaulus besafen, wodurch dann die 
Bildungszonen der Hydrorhiza sehr nahe riickten. Wenigstens kann man 
sich nicht gut vorstellen, da bei grofen, stark verzweigten Stéckchen die 
Cniden von der Hydrorhiza bis in die recht weit entfernten Hydranthen 
wandern, zumal bei Cordylophora die Kapseln nicht durch die Gastral- 
fliissigkeit transportiert werden, sondern intraektodermal wandern 
(Kirchner 1935). 

AuBerdem kann ich die Beobachtung Kirchners nicht bestatigen, da 
die beiden Nesselkapselarten in véllig verschiedener Weise zu ihren Ver- 
brauchsorten gelangen. Kirchner schreibt wértlich: .Die Nesselkapseln 
wandern ausschlieBlich im Ektoderm nach einem fiir Volventen und Pene- 
tranten vollig verschiedenen Typus der Wanderung* (S. 18). ,.Die Penetran- 
ten wandern meist einzeln in einiger Entfernung von der Stiitzlamelle etwa 
in der Mitte des Ektoderms. Die Volventen dagegen wandern siets in dem der 
Stiitzlamelle unmittelbar anliegenden Teile des Ektoderms, und zwar niemals 
einzeln, sondern immer in langen Reihen dicht hintereinander* (S. 6). 

Protoplasma, Bd. LI/4 40 
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Die Unterscheidung zweier véllig verschiedener Wandertypen ist jedoch 
unbegriindet und stark schematisiert. Man kann nur ganz allgemein sagen, 
daf die Penetranten meist in der basalen Halfte des Ektoderms wandern, 
und zwar haufiger einzeln als zu mehreren. Doch kénnen auch ganze 
Kolonnen von hintereinander liegenden Penetranten beobachtet werden. 
Die Volventen wandern dagegen mehr der Stiitzlamelle genahert und 
haufiger zu mehreren als einzeln (Abb. 11). 
b) Die Bildung der Epithelmuskelzellen 

Wie Schlottke (1930) bereits fiir Chlorohydra nachgewiesen hat. fal- 
len auch bei Cordylophora die verbrauchten Zellen einer Degeneration an- 
heim und gelangen ins Entoderm. wo sie abgebaut werden. Diese abge- 
bauten Zellen werden dauernd durch Umbildung aus indifferenten Zellen 
ersetzt (Kirchner 1935). Bei der Umbildung der indifferenten Zellen in 
Entodermzellen soll in den Kernen neben dem Nucleolus ein zweites Kern- 
kérperchen entstehen, das nach Kirchners Meinung ein Charakteristi- 
kum der Entodermzellkerne ist: ..Dieses fiir die Entodermzellkerne charak- 
teristische zweite Kernkérperchen entsteht nicht durch Teilung des schon 
vorhandenen Nucleolus, sondern legt sich getrennt von diesem innerhalb 
des Chromatinnetzes des Zellkernes als kleines, helles Blaschen an. Das 
anfangs sehr schwach fosa geténte Blaschen (Farbung nach Kardos) 
wachst allmahlich heran, wird intensiver farbbar und bekommit schlieBlich 
bei leuchtend roter Farbung die normale Grofe. d. h. etwa den doppelten 
Durchmesser des kleinen, blau gefarbten Nucleolus* (S. 12). In meinen mit 
Azur II-Eosin tingierten Praparaten zeigten die beiden Kernkérperchen 
die gleichen Unterschiede im Anfarbungsvermégen. Der von den I-Zellen 
abstammende Nucleolus war blau gefarbt. das neu gebildete Kernkérper- 
chen rot. Doch fand ich dieses zweite Kernkérperchen ebenso haufig in 
Kernen von Ektodermzellen wie in solchen von Entodermzellen. In seltenen 
Fallen kann man auch drei (meist zwei rote und ein blaues) oder gar vier 
(zwei rote und zwei blaue) Nucleoli in den Kernen entdecken. Durch An- 
wendung der F e ul ge n-Reaktion sowie der Methylgriin-Pyronin- und der 
Gallocyanin-Chromalaunfarbung, beide in Kombination mit einer Ribo- 
nuclease-Extraktion, konnte ich feststellen, da das rote Kernkérperchen 
keine Nucleinséuren besitzt, wahrend das blaue Ribonucleinsaure enthalt. 
Irgendeine Gesetzmafigkeit im Auftreten der beiden Nucleoli lie® sich 
nicht feststellen. Ebensowenig bin ich in der Lage, etwas iiber die Bedeu- 
tung des roten Kernkérperchens aussagen zu kénnen. Seine ausgepragte 
Acidophilie laBt auf das Vorhandensein von Histonen schlieBen, die neben 
der Ribonucleinsaiure ein Hauptbestandteil der Nucleolen sind (Casper s- 
son und Thorel1 1941). Trafe diese Vermutung zu. so wiirde sich das 


rote Kernkérperchen von dem blauen nur durch das Fehlen der Ribo- 
nucleinsaiure unterscheiden. 


c) Die Entstehung der Driisenzellen 


Die zwei verschiedenen Driisenzelltypen, die bei Pelmatohydra vor- 
kommen (Schneider 1908), sind auch fiir das Entoderm von Cordylo- 
phora charakteristisch. Bei Cordylophora fand ich die acidophilen Eiweif- 
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driisen haupitsachlich im Entoderm der oberen Hydranthenhilfte lokalisiert 
(Abb. 12 und 13). Zur Spitze der Proboscis hin wird ihre Zahl geringer, und 
sie nehmen eine mehr gestreckte Form an, wobei gleichzeitig die Sekretgra- 
nulen immer kleiner werden. In der unteren Hydranthenhalfte und im Hy- 
drokaulus besitzen sie ihre typische keulenférmige Gestalt: ihre Zahl ist 
dort jedoch wesentlich geringer als in der Tentakelregion des Hydranthen. 


Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12. Cordylophora caspia. Langsschnitt (5 “) durch die obere Halfte des Hydran- 
then, Zenker, Azur [l-Eosin, Obj. 10, Ok. 6,3 proj. Im Entoderm sehr viele Driisen- 
zellen (Eiweifdriisen) mit stark basophilem Plasma. 

Abb. 13. Cordylophora caspia. Langsschnitt (5 ~) durch die Kérperwand der Tenta- 
kelregion des Hydranthen, Zenker, Azur II-Eosin, Obj. 20, Ok. 6.3 proj. Im Ekto- 
derm eine [-Zelle (Pfeil). K — Kerne der Epithelmuskelzellen des Ektoderms mit 
zwei Nucleolen. 


Das Vorkommen der Schleimdriisen ist auf die Proboscis begrenzt, wo sie 
mit den acidophilen Driisen abwechselnd angeordnet sind. Beide zusammen 
bilden dort Polster von Driisenzellen, die ins Innere des Gastralraumes vor- 
springen (Abb. 14). Etwa die gleichen Verhaltnisse fanden Kanajew 
(1926 b und c) und Strelin (1928) bei Pelmatohydra. 

Nach der Nahrungsaufnahme entleeren die Driisenzellen ihr Sekret in 
den Gastralraum, das dort die Auflésung der Nahrung bewirkt. Haben sie 


40* 
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diese Funktion eine Zeitlang ausgeiibt, so sind sie fiir die Bildung neuer 
Sekrete unbrauchbar geworden. Der Ersatz der verbrauchten Driisenzellen 
erfolgt nach Kirchner wiederum durch die |-Zellen. Kirchner hat 
aber nur die Umbildung der indifferenten Zellen in die Eiweiffdriisen be- 
schrieben und auch das nicht ganz richtig. Er hat namlich iibersehen, da 
die Driisenzellen, wie alle Entodermzellen, an der Stiitzlamelle befestigt 
sind, und meint deshalb, da® die I-Zellen zunachst bis zur halben Hohe der 
Entodermzellen wandern und sich dort in die Driisenzellen umbilden. An 
gut ausgestreckten Tieren kann man aber mit Leichtigkeit feststellen, daB 
die Driisenzellen immer mit einem Stiel an der Stiitzlamelle befestigt sind 


Abb. 14. Cordylophora caspia. Querschnitt (5 ~) durch die Proboscis. Technik wie 
in Abb. 13. Driisen mit acidophilem Sekret dunkel, Driisenzellen mit basophilem 
Sekret hell. Erklarung im Text. 


(s. auch Kanajew 1926b). Ihre Genese aus den indifferenten Zellen ver- 
lauft deshalb genau wie bei den iibrigen Entodermzellen, indem die I- 
Zelle sich in die Lange streckt und dadurch mit ihrem sich verbreiternden 
distalen Ende langsam gegen den Gastralraum vorriickt. Durch einen oft 
sehr diinnen Stiel bleibt der Zellkérper dauernd mit der Stiitzlamelle in 
Verbindung. Die Schleimdriisen hat Kirchner iiberhaupt nicht erwahnt. 
Sie sind meines Wissens erstmalig von Pauly (1901) beschrieben worden, 
der sie ganz allgemein als Driisenzellen bezeichnete. P a uly erkannte be- 
reits die typische Anordnung dieser Driisenzellen in den Entodermwiilsten 
der Proboscis, hielt aber die zwischen ihnen angeordneten acidophilen Drii- 
sen fiir Stiitzzellen. Meinen Beobachtungen zufolge kénnen die Schleim- 
driisen ebenfalls aus indifferenten Zellen entstehen. Gleichzeitig scheint 
aber ihre Entstehung auch aus Epithelmuskelzellen méglich zu sein. Da- 
fiir wiirde sprechen, daft ihre Kerne manchmal, wie die der Epithelmuskel- 
zellen, zwei Nucleoli besitzen, was normalerweise bei den Kernen der 
Driisenzellen nicht der Fall ist. Das gleiche gilt fiir die in der Proboscis 
lokalisierten acidophilen Driisenzellen. Auch bei Pelmatohydra wird viel- 
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fach die Entstehung der in der Mundscheibe angeordneten Driisenzellen 
aus Epithelmuskelzellen angenommen (Schneider 1890, Gelei 1924. 
Kanajew 1926b). Der Grund fiir die Umbildung der Epithelmuskel- 
zellen in die Driisenzellen der Proboscis scheint mit der Mangel an indif- 
ferenten Zellen zu sein, der in der Proboscis stets festzustellen ist. 


d) Die Bedeutung der indifferenten Zellen fiir das Wachstum des Polypen 


Die Rolle, die die indifferenten Zellen bei der Knospung und der Gono- 
phorenbildung spielen, habe ich nicht naher untersucht. Nach Kirchner 
(1935) sind an beiden Vorgangen ausschlieflich die I-Zellen beteiligt. Ich 
kann mich zum mindesten in 
bezug auf die Knospenbildung 
dieser extremen Auffassung nicht 
anschliefen. Wenn die Knospen- 
bildung auch hauptsichlich ein 
Werk der I-Zellen ist, so sind 
doch in geringem Mafe auch die 
differenzierten Zellen beteiligt., 
wie vereinzelt auftretende mito- 
tische Teilungen derselben be- 
weisen. 

Ich habe bereits darauf hin- 
gewiesen (S. 576), daf sich gleich 
unterhalb des Hydranthen eine 
histologisch besonders charak- 4% 


terisierte Zone befindet, die vom ~ é a 
iibrigen Hydrokaulus gut unter- 
schieden ist. Dieser Hydrokaulus- 
bereich ist u. a. dadurch ausge- 


Abb. 15. Cordylophora caspia. Querschnitt 
durch den Hydrokaulus (54), Zenker. 
Gallocyann-Chromalaun, Obj. H-Immer- 
zeichnet, daft in ihm eine Ab- _ sion (60), Ok. 6.3 proj. Spite Anaphase 
nahme der I[-Zellenzahl in api- einer Epithelmuskelzelle des Ektoderms 
kaler Richtung festzustellen ist. (Pfeil). 

Meines Erachtens beruht die Ver- 

minderung der I-Zellenzahl im apikalen Hydrokaulusbereich auf einer 
verstarkten Umbildung der I|-Zellen in die differenzierten Zellen beider 
Keimblatter. die man hier beobachten kann. Die Ektodermzellen sind 
in dieser Zone durchweg sehr plasmareich und schwach basophil. was auf 
ein geringes Alter derselben schlieBen lat. Die Entodermzellen sind eben- 
falls anders gebaut als im iibrigen Hydrokaulus (s. S. 576). Sicher ist dieser 
histologisch besonders charakterisierte Bereich identisch mit der sogenann- 
ten Wachstums- und Knospungszone, die sich gleich unterhalb des Hydran- 
then befindet (Weismann 1883). Bei allen monopodialen Polypenstéck- 
chen, zu denen auch Cordylophora gehért. liegt dicht unter dem Endpoly- 
pen jedes Zweiges eine Wachstumszone, die dauernd erhalten bleibt und den 
Stamm oder Seitenzweig fortwahrend verlangert. Unter der Wachsiums- 
zone befindet sich eine Knospungszone, in deren Bereich die Hydranthen 
entstehen. Die in diesen Wachstumszonen stattfindenden Zellvermehrungen 
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gehen nach dem oben Gesagten offensichtlich auf das Konto der I-Zellen. 
Eine verstarkte mitotische Tatigkeit der differenzierten Zellen ist nicht zu 
beobachten. Mitotische Teilungen in den differenzierten Zellen sind allge- 
mein recht selten: man trifft sie aber in allen Zonen des Polypen an 
(Abb. 15). Kirchner (1935) fand dagegen in den differenzierten Zellen 
gar keine Mitosen. obgleich er eigens zu diesem Zweck Praparate ange- 
fertigt hatte. 
e) Wirken I-Zellen als Induktoren? 


Ich habe bereits darauf hingewiesen, daB man die Bedeutung der I-Zel- 
len nicht unbedingt in der Histogenese suchen muf. In ihrer 1952 erschie- 
nenen Arbeit kommt Moore (1952 b) durch Regenerations- und Reorgani- 
sationsversuche an Cordylophora zu dem Ergebnis, daf gréRere Ansamm- 
lungen von I-Zellen induktive Leistungen ausiiben. Sie stellte aus Cordy- 
lophora-Stéckchen kiinstlich Zellaggregate her. aus denen dann spontan 
oder induktiv (durch Einpfropfen von Hydranthen) Stolone oder Hydro- 
kauli hervorsprossen. Diese zerlegte Moore in Schnittserien und zihlte 
die I-Zellen aus. Sie stellte dabei fest, daf sich in den Spitzen der sich 
entwickelnden Hydrokauli die I-Zellen im Entoderm anhaufen und daf 
die Zahl derselben mit fortschreitender Entwicklung zunimmt. Die gréBten 
Ansammlungen von [-Zellen findet Moore schlieBlich beim fertig aus- 
gebildeten Polypen, und zwar im Entoderm der Proboscis und in der 
oberen Hydranthenhalfte. Sie schlieBt daraus. daf sich die I-Zellen nicht 
in Regeneratszellen umbilden. sondern ihre embryonalen Eigenschaften 
dauernd beibehalten. In Beziehung zu einer friiheren Arbeit (1952 a), in 
der sie die induzierende Wirkung des Hydranthen und besonders der Pro- 
boscis-Region nachgewiesen hatte, schreibt Moore den I-Zellen induktive 
Leistungen zu und streitet ihre histogenetische Funktion bei regenerativen 
Prozessen ab. 

Keiner der zahlreichen Autoren, die histologisch an Hydrozoen gearbei- 
tet haben. hat gr6Bere Ansammlungen von I|-Zellen im Entoderm gefunden. 
Somit stehen die Befunde von Moore im krassen Gegensatz zu den Ergeb- 
nissen aller anderen Autoren. Ich habe bereits an anderer Stelle (S. 575) 
darauf hingewiesen, da® der Hydranth der an I|-Zellen armste Korperab- 
schnitt des Polypen ist. Bei den von Moore beschriebenen I[-Zellen-An- 
sammlungen im Entoderm des Hydranthen handelt es sich. wie ich mit 
Sicherheit feststellen konnte, um entodermale Driisenzellen und nicht um 
[-Zellen. Ihre Beschreibung dieser sogenannten im Entoderm angehauften 
1-Zellen, ebenso ihre Abbildungen, treffen genau auf jene Driisenzellen zu. 
So fand Moore im Proboscis-Entoderm eine Anordnung von I-Zellen in 
Form von Wiilsten, wie sie in Abb. 14 zu sehen sind. Diese Entodermwiilste 
beherbergen aber stets nur acidophile und basophile Driisenzellen und 
keine I-Zellen. Auch die grofe Zahl von I-Zellen, die Moore im Ento- 
derm der oberen Hydranthenhalfte vorfindet und als langgestreckte, zwi- 
schen das Entoderm eingekeilte Zellen beschreibt, sind nichts anderes als 
Driisenzellen. Da die Driisenzellen ebenso wie die I-Zellen durch eine 
starke Basophilie ausgezeichnet sind (s. S. 567), kann man bei ungeeigneter 
Fixierung und schlechter Farbung leicht einem solchen Irrtum verfallen. 
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Den gleichen Fehler begeht Moore auch bei Hydra, wo sie die entoder- 
malen Driisenzellpolster der Mundscheibe fiir Anhaufungen von I-Zellen 
halt. 

Da die ganze Arbeit von falschen Voraussetzungen ausgeht, hat es 
keinen Sinn, die Schlu@folgerungen naher zu erértern, die Moore aus 
ihren Ergebnissen zieht. Zum mindesten liegt kein Grund vor, die I-Zellen 
als Induktoren aufzufassen. Ihre Aufgabe ist vielmehr histogenetischer 
Art, indem sie bei der Knospung, der Gonophorenbildung, der Erzeugung 
von Nesselkapseln und dem Ersatz verbrauchter Zellen eine Rolle spielen, 
wie Kirchner bereits nachweisen konnte. Auferdem scheinen sie beim 
normalen Wachstum des Polypen stark beteiligt zu sein. Wenigstens ist 
eine verstarkte Umbildung der I-Zellen in differenzierte Zellen in der als 
Wachstumszone bekannten Region gleich unterhalb des Hydranthen zu 
bemerken. 

D. Versuche zwecks vitaler Anfarbung der interstitiel- 
len Zellen mit dem Fluorochrom Acridinorange und 
anderen Vitalfarbstoffen 

Nachdem ich einen Einblick in die Histologie und die Verteilung der 
1-Zellen auf die verschiedenen Kérperbereiche bei meinen Versuchsobjekten 
erlangt hatte, konnte ich daran gehen, eine vitale Anfarbung der I-Zellen 
zu versuchen. Diese Vitalfarbung muf selbstverstandlich elektiv sein, d. h. 
es diirfen entweder nur die I[-Zellen gefarbt sein, oder sie miissen einen 
vom iibrigen Gewebe unterscheidbaren Farbton aufweisen. Als Grundlage 
fiir eine solche elektive Anfarbung kommt vor allem der hohe Ribonuclein- 
siuregehalt der [-Zellen in Betracht. Es kamen deshalb auch nur basische 
Farbstoffe zur Anwendung. Uberdies werden saure Farbstoffe gar nicht 
von der Hydra-Zelle aufgenommen, auch nicht bei Herabsetzung des pH- 
Wertes im Aufenmedium. Der Grenzwert des pH, der von Hydren eben 
noch vertragen wird, liegt um 4,5 (Rella 1941). 

Wie bereits eingangs erwahnt, schien besonders der Fluoreszenzfarbstoff 
Acridinorange (im folgenden AO bezeichnet) fiir den hier verfolgten Zweck 
geeignet. Ich mute jedoch bald feststellen, da bei Betrachtung der 
fluorochromierten Objekte im Durchlicht keine cytologischen Einzelheiten 
zu erkennen sind. Es sind lediglich rot fluoreszierende Granula zu sehen, 
die bei langerer Fairbedauer an Zahl und Gréfe zunehmen. Gelegentlich 
fluoreszieren auch die Zellkerne in einem griinlichen Farbton, und zwar 
besonders die Nucleolen. Dagegen fluoreszierten die Makronuclei der 
Vorticellen, die stets in groer Zahl die Cordylophora-Stickchen besiedeln, 
intensiv gelb. An den Protozoen waren im Durchlicht selbst cytologische 
Einzelheiten gut zu erkennen. Zum Studium histologischer Details an 
dickeren Objekten ist jedoch ein mit Auflicht arbeitendes Mikroskop er- 
forderlich, wie es Ellinger und Hirt (1932) entwickelt haben. Leider 
stand mir ein derartiges Gerat nicht zur Verfiigung. 

Ich habe daraufhin versucht, mit den iiblichen Vitalfarbstoffen eine 
Anfarbung der I-Zellen zu erreichen. Zur Anwendung kamen Cresylecht- 
violett, Brillantcresylviolett, Brillantcresylblau, Bismarckbraun und Tolui- 
dinblau. Die Konzentrationen der Farbstoffe wurden in weiten Grenzen 
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variiert (S. 566), ebenso die Farbezeiten. AuBerdem wurde durch m/13 Phos- 
phatpuffer nach S6rensen das pH der Farblésung in den alkalischen 
Bereich hinein verschoben (— pH 8), um dadurch eine intensivere Farbstoff- 
aufnahme zu bewirken. Indessen, eine stirkere Anfarbung war stets nur 
bei den Glutinanten und Volventen zu beobachten, wihrend alles iibrige 
mehr oder weniger intensiv diffus gefairbt war. Pelmatohydra ist an der 
Ansatzstelle des Stieles, wo die [-Zellen noch in geringer Zahl vorhanden 
sind, hinreichend durchsichtig. so da ich eventuell angefarbte I-Zellen 
ohne weiteres bemerkt hatte. Dasselbe gilt fiir den Hydranthen und die 
Tentakel von Cordylophora, wo an fixiertem Material immer einige I-Zel- 
len zu finden sind. Es mu demzufolge wohl angenommen werden, daf die 
Ribonucleinsaure in den lebenden Zellen so fest an die Plasmaeiweife ge- 
bunden ist. daf eine Bindung mit dem Farbstoff unméglich ist. 


E. Fluorochromierung fixierter Praparate mit Acri- 
dinorange 


In Zusammenhang mit den Vitalfarbungsversuchen habe ich auch 
Schnittpraparate mit Acridinorange fluorochromiert. Meist wurde in 
0.1%iger Lésung eine Minute lang gefarbt. Bei niedrigen Konzentrationen 
mute entsprechend langer gefarbt werden. Eine elektive Anfarbung der 
I-Zellen konnte nur in gepufferten Farbstofflésungen erzielt werden, wobei 
sich nach Carnoy-Fixierung ein pH von 4,5—4,9 am giinstigsten erwies. 
In diesem pH-Bereich kommt der Konzenirationseffekt des AO (Strug- 
ger 1941) am besten zur Geltung: I-Zellen, entodermale Driisenzellen, 
Glutinanten, einige Volventen und Penetranten fluoreszieren rot, die Nu- 
cleolen und das Chromatin der Kerne gelb, die Sekrete der Driisenzellen 
und das Sekret der Cnidoblasten dunkelgriin. Die in den Entodermzellen 
immer reichlich vorhandenen Vakuolen fluoreszieren von Griin bis Rot in 
allen Farbténen. Diese ausgesprochene Vielfarbigkeit der verschiedenen 
Gewebsbestandteile, die hier nur mit einem einzigen Farbstoff erreicht wird, 
ist Ausdruck des von Strugger (1941) entdeckten Konzentrationseffektes. 
Die Substrate nehmen den Farbstoff je nach dem Grad ihrer Basophilie in 
verschiedener Menge auf, wodurch das Fluoreszenzlicht variiert wird. Mit 
zunehmender Farbstoffkonzentration wird das Fluoreszenzlicht immer lang- 
welliger. verschiebt sich also im Falle des AO von Griin iiber Gelb und 
Orange bis Kupferrot (Strugger 1941). Die physikochemischen Grund- 
lagen dieser Erscheinungen sind bei K 61 bel (1947), Boerner-Patzelt 
(1950) und Zanker (1952) zu finden. In den I-Zellen und entodermalen 
Driisenzellen wird also bereits im sauren Milieu der Farbstoff bis zur Rot- 
fluoreszenz gespeichert, wofiir die Anwesenheit von Ribonucleinsaure 
(RNS) in diesen Zellen verantwortlich ist. Nach einer Behandlung der 
Schnitte mit Ribonuclease haben die I-Zellen und entodermalen Driisen- 
zellen ihr starkes Bindungsvermégen fiir den Farbstoff verloren. Das 
gleiche gilt fiir die Nucleolen, die jetzt nur noch griin statt gelb fluoreszieren 
(bei pH 4,5—4.9). Die Glutinanten senden jedoch weiterhin ein rotes Fluores- 
zenzlicht aus, denn ihre Rotfluoreszenz beruht wahrscheinlich auf der An- 
wesenheit von sauren Mucopolysacchariden. 
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Bei der Ribonuclease-Behandlung zeigte sich iibrigens, da auch die 
sehr geringen Mengen von RNS, die in fast allen Zellen vorhanden sind. 
mit AO nachgewiesen werden kénnen; denn vor der Extraktion fluores- 
zierte das Plasma der Epithelmuskelzellen bei einem geniigend hohen pH- 
Wert (um pH 5) schwach orangerot, wihrend nach der Ribonucleasebehand- 
lung nur noch eine Griinfluoreszenz feststellbar war. Infolge der Spezifitat 
dieser Reaktion kann das verringerte Bindungsvermégen fiir den Farbstoff 
nur auf einer Entfernung von RNS beruhen. 

Armstrong (1956) sowie Schiimmelfeder und Mitarbeiter 
(1957) sind der Ansicht, da man in einem bestimmten pH-Bereich mit 
Hilfe des AO beide Nucleinsaéuren unterscheiden kann, und zwar sollen 
die Thymonucleoproteide gelb und die Ribonucleoproteide rot fluoreszieren. 
Demzufolge wiirde die Thymonucleinsiure (DNS) vergleichsweise weniger 
Farbstoff binden kénnen als die RNS, wofiir ihr héherer Polymerisations- 
grad verantwortlich sein soll. Wenn wir uns jedoch vergegenwiartigen, daft 
die Farbdifferenzen allein auf den von Strugger entdeckten Konzentra- 
tionseffekt zuriickzufiihren sind und daf fiir diese Farbunterschiede keine 
spezifischen Absorptionsvorgange seitens der Nucleinséuren verantwortlich 
zu machen sind, dann kénnen wir die Fluorochromierung mit AO nicht als 
histochemische Nachweismethode anerkennen. Es kann namlich leicht der 
Fall eintreten, da Zellen oder Zellbestandteile ein und desselben Gewebes 
die RNS in verschiedener Konzentration enthalten. Bei einer Fluorochro- 
mierung mit AO wiirden diese den Farbstoff, bedingt durch ihren unter- 
schiedlichen Gehalt an RNS, in verschiedener Menge binden und demzu- 
folge auch in verschiedener Farbe fluoreszieren. Bei den I-Zellen und Nu- 
cleolen von Pelmatohydra sehen wir den hier konstruierten Fall tatsachlich 
verwirklicht. Wahrend die I-Zellen das AO um pH 4,7 bis zur Rotfluores- 
zenz speichern, senden die Nucleolen genau wie das Kernchromatin ein 
gelbes Fluoreszenzlicht aus. Trotzdem enthalten die Nucleolen, ebenso wie 
die I-Zellen, RNS und nicht etwa DNS. Eine Unterscheidung der beiden 
Kernsauren ist also mit AO nicht méglich, noch kann man das AO dem 
Methylgriin-Pyronin in seiner histochemischen Aussagekraft an die Seite 
stellen, wie es Schiimmelfeder tut. 

Die Bedeutung des AO in seiner Anwendung auf Schnittpraparate 
liegt meiner Meinung nach darin, daf auf Grund des Konzentrationseffek- 
tes wesentlich leichter geringe Unterschiede im Grad der Basophilie mit 
AO feststellbar sind als mit den iiblichen basischen Farbstoffen. Das AO 
stellt diese Unterschiede in geeignetem pH-Bereich in verschiedener Farbe 
dar, wahrend z. B. Pyronin oder Gallocyanin-Chromalaun nur eine oft 
schwer festzustellende Intensitatsveranderung der Anfarbung erkennen 
lassen. 


IV. Diskussion 


Die hervorstechendste Eigenschaft der I-Zellen ist die starke Basophilie 
ihres Plasmas, die auf der Anwesenheit von RNS beruht. Zellen- oder Zell- 
verbinde, in denen die RNS angehauft ist, zeichnen sich ganz allgemein 
durch grofe morphogenetische bzw. histogenetische Potenzen aus (Cas- 
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spersson und Mitarbeiter 1939 und 1941, Clement-Noel 1945, Bra- 
chet 1950 u. a.). So stellten Caspersson und Schultz (1939) grofe 
Mengen von RNS in rasch wachsenden Kulturen von Hefezellen, in den 
Imaginalscheiben von Drosophila und in den Wurzelspitzen von Allium 
cepa fest. Sie weisen auf eine wahrscheinliche Beteiligung der Nuclein- 
sduren an den wichtigsten mit dem Wachstum verbundenen Zellsynthesen 
hin. Kedrowski (1941) findet bei seinen ausgedehnten Studien an ba- 
sophilen Zellen viel RNS in allen stark wachsenden Zellen und vermutet 
darum eine Beteiligung der basophilen Proteine an der Eiweiffsynthese. 
Mit Hilfe ganz verschiedener Methoden und vollkommen unabhiangig von- 
einander kamen Caspersson und Mitarbeiter sowie Brachet 1941 
zu der Schluffolgerung, da die RNS mit der Proteinsynthese eng ver- 
kniipft ist, wodurch sie die Vermutung Kedrowskis bestitigten. Alle 
embryonalen Zellen, also auch die I-Zellen, sind deshalb reich an RNS, die 
sie fiir das Zellwachstum benétigen. So muff mit den oft rasch aufeinander- 
folgenden mitotischen Teilungen der indifferenten Zellen eine starke Ver- 
mehrung des Cytoplasmas einhergehen, die héchstwahrscheinlich im Sinne 
der Cas perssonschen Hypothese durch die RNS erméglicht wird (C as- 
persson 1941). Das gleiche gilt fiir die Umbildung der indifferenten Zel- 
len in Ekto- und Entodermzellen, wobei ebenfalls eine rege Vermehrung 
der Plasmaeiweife stattfinden muf. 

Wie bereits erwahnt, schreibt Moore (1952b) den I-Zellen induktive 
Leistungen zu. Sie vermutet, da der Reichtum der I-Zellen an RNS damit 
in irgendeinem Zusammenhang steht. M oore kniipft dabei an die Befunde 
von Brac het an, der eine Beteiligung der RNS bei vielen induktiven Pro- 
zessen annimmt, wie z. B. bei der Differenzierung des Nervensystems der 
Vertebraten. Dieser Vorgang ist das Endresultat einer Induktion durch die 
darunterliegenden Zellen, die den Organisator erzeugen. Wie Brachets 
Untersuchungen am Amphibienkeim zeigen, scheint der Organisator iden- 
tisch zu sein mit Ribonucleoproteiden, die reich an —SH-Gruppen sind. 
Auch Clement-N oel (1945) vermutet auf Grund seiner Untersuchungen 
iiber die Regeneration bei Planarien, bei Kaulquappen und beim Triton 
eine Teilnahme der RNS bei der Induktion von morphogenetischen Vor- 
gaingen. Es liegt jedoch kein Grund vor, die I-Zellen der Hydrozoen als 
morphogenetische Induktoren aufzufassen, denn gerade die stark induzie- 
rend wirkenden Regionen, wie der Hydranth und besonders die Proboscis 
(Moore 1952 a), enthalten nur sehr wenige I-Zellen. Die im Entoderm der 
Proboscis und der Tentakelregion angehaiuften Mengen von RNS (Moore 
1952 b) sind nicht in den I-Zellen, sondern in den entodermalen Driisenzel- 
len lokalisiert. 


Bei allen histogenetischen Vorgiaingen, wie Wachstum, Knospung und 
Regeneration, scheinen die I-Zellen hingegen eine grofe Rolle zu spielen. 
In Ubereinstimmung mit zahlreichen Autoren konnte ich Umbildungssta- 
dien von indifferenten Zellen in fast alle Zellformen des Hydroidenkérpers 
stets in grofer Zahl beobachten. Diese Differenzierungsstadien sind nur 
noch teilweise oder gar nicht mehr indifferent, d. h. sie kénnen nur noch 
ganz bestimmte Zellformen ersetzen. Es ist darum notwendig, daft man sie 
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gegen die noch in keiner Weise differenzierten, sogenannten indifferenten 
Zellen abgrenzt. Ich habe deshalb eine Einteilung der I-Zellen vorgenom- 
men (s. S. 568), die meines Erachtens den Verhiltnissen, wie man sie bei 
Pelmatohydra und Cordylophora vorfindet, einigermafen gerecht wird. 
Auch Strelin (1928) unterscheidet bereits zwischen unveranderten I-Zel- 
len und ,,jungen Epithelmuskelzellen“. 

Wenn auch die Histogenese hauptsichlich auf Kosten der I-Zellen ver- 
lauft, so sind doch an intensiven Wachstumsprozessen und reger Knospen- 
bildung auch die differenzierten Zellen beteiligt. Wenigstens gilt das fiir 
Pelmatohydra, wo ein Zusammenhang zwischen Wachstums- und Knos- 
pungsintensitaét einerseits und Mitosehaufigkeit in den differenzierten Zel- 
len andererseits festgestellt werden konnte (s. S. 575). In diesem Zusammen- 
hang ist eine Veréffentlichhung von Brien und van den Eeckhoudti 
(1953) von Interesse, die erneut den Einflu& von Rontgenstrahlen auf die 
Knospung und Regeneration bei Pelmatohydra oligactis studierten. Ergan- 
zend zu den Ergebnissen ahnlicher Untersuchungen (Zawarzin 1929, 
Strelin 1929, Evklahova 1945) stellten sie fest, da Hydren ohne 
I-Zellen wahrend einer gewissen Zeit weiterleben kénnen und zur Knos- 
pung und Regeneration befahigt sind. Die Histogenese findet hier allein 
auf Kosten differenzierter Zellen statt, die eine starke Neigung zu mitoti- 
schen Teilungen zeigen. Ob fiir die verstirkte mitotische Tatigkeit der 
differenzierten Zellen nur das Fehlen der I-Zellen verantwortlich ist oder 
aber die stimulierende Wirkung der Rénigenstrahlen, ist schwer zu ent- 
scheiden. Doch ist schon allein die Tatsache bemerkenswert, daf ganze 
Knospen nur auf Kosten differenzierter Zellen gebildet werden kénnen. 


Bei den entodermalen Driisenzellen handelt es sich im Gegensatz zur 
embryonalen Basophilie der I-Zellen um eine funktionelle Basophilie, wie 
wir sie auch von dem Pankreas und den Speicheldriisen der Wirbeltiere her 
kennen (Caspersson, Landstrém-Hydén und Aquilonius 
19414, Brachet 1950). Die Driisenzellen brauchen die RNS fiir die Syn- 
these ihrer Sekrete, deren Apofermente zumeist Eiweif’verbindungen sind. 
Nach den elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Bernard, 
Haguenau, Gautier und Oberling (1952) an dem Pankreas und 
den Speicheldriisen sowie Sjéstrand und Hanzon (1954) am Mause- 
pankreas ist die RNS in den Zellen dieser Driisen an ganz bestimmte Struk- 
turen gebunden, die in Form von Lamellen vorliegen und deren Gesamtheit 
als Ergastoplasma bezeichnet wird. Wahrscheinlich erhalten die Ribonucleo- 
proteide durch diese Anordnung eine méglichst grofe wirksame Oberflache. 


Das Hauptziel dieser Untersuchungen war es, eine vitale Anfarbung der 
I-Zellen zu erreichen. Da man von fixierten Praparaten stets nur Riick- 
schliisse auf die Vorgange im lebenden Tier ziehen kann, liegt der Vorteil 
von Vitalbeobachtungen auf der Hand. Leider sind meine diesbeziiglichen 
Versuche alle fehlgeschlagen, denn eine Anfarbung der I-Zellen im lebenden 
Tier konnte nie erreicht werden. Bei Farbungen mit AO traten lediglich rot- 
fluoreszierende Granula auf, die bei langerer Farbedauer gré8er und zahl- 
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reicher wurden. Ahnliche Granula wurden erstmalig von Zeiger und Ha r- 
ders (1951) bei der Vitalfluorochromierung von Nervenzellen mit AO beob- 
achtet. Diese Autoren halten die Granulabildung fiir einen intravitalen Spei- 
cherungsvorgang, der nichts mit den bei nekrobiotischen Vorgingen auftreten_ 
den roten Fluoreszenzerscheinungen (Strug ger 1941) zu tun hat. Weiter- 
hin konnte das Auftreten roter Granula bei der Fluorochromierung leben- 
der Amphibienlarven (Weissmann 1953) in deren Epidermiszellen fest- 
gestellt werden. Schlieflich konnten Zeiger und Wiede (1954) ahnliches 
in den Zellen der Froschleber beobachten. Der jiingste Befund in dieser 
Richtung stammt von Spek (1956), der bei Vitalfluorochromierung aus- 
keimender Gemmulen des Siiwasserschwammes Ephydatia miilleri mit AO 
das Auftreten rotfluoreszierender Granula im Randsaum der ausgebreite- 
ten Gemmulen beobachiete. S pe k konnte einwandfrei entscheiden, daf es 
sich hier um einen intravitalen Vorgang handelt, denn nach mehrmaligem 
Auswaschen der fluorochromierten Praparate mit frischem Kulturwasser 
entwickeln sich diese normal weiter, Auch in lebenden Paramaecien und in 
den Kiemensiickchen lebender Daphnien kénnen nach Fluorochromierung 
mit AO rotfluoreszierende Granula festgestellt werden. Diese Befunde 
unterstreichen erneut die Tatsache, daf bei Fluorochromierung von tieri- 
schen Zellen mit AO das Auftreten von Rotfluoreszenz nicht das Absterben 
bzw. den Tod dieser Zellen anzeigt, wie es bei pflanzlichen Zellen der Fall 
ist (Strugger 1941). 


Nach Fixierung vitalfluorochromierter Amphibienlarven gelang es 
Weissmann (1953), in den Epidermiszellen derselben mit Eisenhimat- 
oxylin (nach Heidenhain) gewisse Einschliisse anzufarben, die nach 


Lage, Gréfe und Form den roten Granula entsprachen. 


Die Bildung fixierbarer (basophiler) Ablagerungen in lebenden Zellen 
durch Farbstoffeinwirkung wurde schon von Chlopin (1927) beobachtet. 
Chlopin war der Meinung, daf die basophilen Substanzen (,,Krinom*) 
der Granula speziell zur Farbbindung gebildet werden. Dagegen konnte 
Kedrowski nachweisen, dai diese Substanzen wenigstens zum Teil be- 
reits in der Zelle vorgebildet sind. Er bezeichnet die in den Granula abge- 
lagerten Stoffe als ,saure Anabolite“ und konnte 1941 ihre Identitat mit den 
Ribonucleoproteiden feststellen. Neuerdings haben Zeiger und Schmidt 
(1957) die unter der Wirkung des AO entstehenden Stoffablagerungen histo- 
chemisch untersucht und als Ursache ihrer Basophilie die Anwesenheit von 
RNS und DNS festgestellt. Offensichtlich handelt es sich bei der Granula- 
bildung um eine unter dem Einflu® des Farbstoffes stattfindende Ent- 
mischung der Nucleinséuren aus dem Cytoplasma (Kedrowski 1941). 
Bei geniigend langen Fiarbezeiten kann es zu einer vollstandigen Absonde- 
rung der Nucleinsiuren kommen, die jedoch bei jungen Zellen nur selten 
beobachtet wird. Bei ganz jungen, stark basophilen Zellen wird dagegen 
iiberhaupt nichts entmischt, wie Kedrowski es auch u.a. fiir die I-Zel- 
len nachweisen konnie. In diesen Zellen scheinen die Nucleinséuren des 
Cytoplasmas so fest an die Eiweiffe gebunden zu sein, daf eine Bindung 
mit dem Farbstoff unméglich ist. Zu derselben Schlu&folgerung bin ich bei 
meinen Vitalfarbungsversuchen gekommen, denn niemals gelang mir eine 
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Anfarbung der I-Zellen im lebenden Tier. Erst bei der Fixierung wird die 
Bindung zwischen Nucleinséiure und Protein gelockert und dadurch eine 
Anlagerung des Farbstoffes erméglicht, indem die fiir die Farbstoffbindung 
notwendigen Gruppen frei werden. 

In ihrem Verhalten gegeniiber AO unterscheiden sich die Nucleinsaéuren 
des Kernes grundsiatzlich von.den im Plasma lokalisierten. Nach den Ergeb- 
nissen von de Bruyn, Farr, Banks und Morthland (1953) wird 
das AO in der lebenden Zelle nur von den Nucleinséiuren des Kernes in 
starkem Mae gebunden, wahrend die im Plasma vorhandenen Ribonucleo- 
proteide (z.B. im Pankreas) keine Affinitaét zum Farbstoff zeigen. Bei 
Farbungen an fixiertem Material verhalt sich das AO wie andere basische 
Farbstoffe; es zeigt eine starke Affinitaét zu allen Nucleoproteiden ohne 
Riicksicht auf ihre Lokalisation in der Zelle. Bei meinen Vitalfarbungen 
mit AO an Pelmatohydra und Cordylophora liefen nur die Kerne hin und 
wieder eine starkere Anfarbung erkennen, indem die Nucleolen und das 
Chromatin gelbgriin fluoreszierten, wihrend die I-Zellen niemals zu sehen 
waren (das kann aber auch auf die bereits erwahnten technischen Schwierig- 
keiten zuriickgefiihrt werden). Die Kerne der Vorticellen, die meist in 
grofer Zahl auf den Hydrokauli von Cordylophora zu finden sind, fluores- 
zieren dagegen stets intensiv hellgelb. Eine Beeintrachtigung der Vitalitat 
dieser Ciliaten war nicht festzustellen. Im fixierten Objekt wurde das AO 
sowohl von den Nucleinsduren des Kernes als auch von denen des Cyto- 
plasmas in grofer Menge gebunden. Meine Beobachtungen stimmen also 
recht gut mit den Befunden der oben zitierten Autoren iiberein. Es ist auf- 
fallig, daB® sich die im Kern befindlichen Nucleoproteide. gegeniiber dem 
AO grundsatzlich anders verhalten als die im Plasma vorhandenen Ribo- 
nucleoproteide. Uber die dafiir verantwortlichen Ursachen kénnen gegen- 
wartig nur Vermutungen angestellt werden. Es ist jedoch sehr wahrschein- 
lich, da diese Unterschiede hauptsiachlich die Phosphorsaiuregruppen der 
Nucleinsaduren betreffen. die fiir die Farbstoffbindung verantwortlich ge- 
macht werden miissen. 


Herrn Prof. Dr. Josef S pek bin ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit 
und seinen wertvollen Rat bei der Ausfiihrung derselben zu grofem Dank 
verpflichtet. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Im Sinne einer Nachpriifung wurde in den I-Zellen von Pelmatohydra 
oligactis Pallas und Cordylophora caspia Pallas Ribonucleinsaéure nachge- 
wiesen. Dabei zeigte sich, daf auch das Cytoplasma der entodermalen 
Driisenzellen viel RNS enthalt. Besonders viel RNS besitzen die Driisen- 
zellen mit acidophilem Sekret. 

2. Die ausgepragte Basophilie der Glutinanten von Pelmatohydra be- 
ruht nicht auf der Anwesenheit von Nucleinséuren, sondern muf héchst- 
wahrscheinlich auf saure Mucopolysaccharide zuriickgefiihrt werden. Ver- 
mutlich enthalt auch das Sekret der Schleimdriisen saure Mucopolysaccha- 
ride. 
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3. Fiir die Darstellung der I-Zellen im histologischen Praparat haben 
sich folgende Farbstoffgemische am besten bewahrt: Azur II-Eosin 
(Nocht-Maximow), Kardos-Gemisch (Kardos-Pappenheim), 
saures Himalaun (P. Mayer) mit Eosin als Gegenfarbung. 

4. Auf Grund cytologischer und morphologischer Unterschiede wurde 
eine Einteilung der interstitiellen Zellen vorgenommen. Als omnipotent 
k6énnen nur die ,,indifferenten Zellen“ betrachtet werden, nicht dagegen die 
Umbildungsstadien der I-Zellen in Cnidoblasten, Epithelmuskelzellen und 
Driisenzellen. 

5. Die Angaben ialterer Autoren, da sich die indifferenten Zellen in 
fast alle Zellformen des Hydroidenkérpers umbilden kénnen (H a d Zi 1910, 
Schlottke 1930, Kirchner 1935) wurden bestiatigt. Es sind stets zahl- 
reiche Umbildungsstadien der indifferenten Zellen in Cnidoblasten, Ekto- 
dermzellen und Entodermzellen zu beobachten. 

6. An intensiven Wachstumsvorgangen und reger Knospung sind aber 
auch die differenzierten Zellen nicht unerheblich beteiligt, wie zahlreiche 
mitotische Teilungen beweisen. Zum mindesten gilt das fiir Pelmatohydra, 
aber auch bei Cordylophora konnten Mitosen in differenzierten Zellen fest- 
gestellt werden. 

7. Die Befunde von Kirchner (1935) iiber die Bedeutung der I-Zellen 
fiir die Lebensvorginge bei Cordylophora wurden in einer Reihe von Punk- 
ten erganzt und berichtigt. 

8. Die Verteilung der I-Zellen auf die verschiedenen Kérperregionen von 
Cordylophora wurde untersucht. 

9. In den Wachstumszonen der Hydrokauli von Cordylophora konnte 
eine besonders intensive Umbildung von indifferenten Zellen in die differen- 
zierten Zellen beider Keimblatter beobachtet werden. Diese Tatsache und 
andere Befunde sprechen dafiir, da das Wachstum des Polypen haupt- 
sichlich auf Kosten der indifferenten Zellen vonstatten geht. 

10. Nach Moore (1952b) sollen im Entoderm der Proboscis und der 
oberen Hydranthenhilfte von Cordylophora grofe Ansammlungen von 
I-Zellen vorkommen, denen sie induktive Leistungen zuschreibt. Diese 
Beobachtung beruht auf einem Irrtum: Moore hat die entodermalen 
Driisenzellen mit I-Zellen verwechselt. Es liegt deshalb kein Grund vor, 
die I-Zellen als morphogenetische Induktoren zu betrachten. 

11. Eine vitale Anfarbung der I-Zellen mit basischen Farbstoffen (beson- 
ders Acridinorange) konnte nicht erreicht werden. Wahrscheinlich ist die 
RNS in den I-Zellen so fest an die Proteine des Cytoplasmas gebunden, 
daf eine Bindung mit dem Farbstoff unméglich ist. 

12. Im fixierten Praparat gelang eine elektive Darstellung der I-Zellen 
mit AO sehr leicht. 

13. Eine Unterscheidung von Thymonucleinsaure und Ribonucleinsaure 
mit Hilfe von AO ist nicht méglich. 

14. Mit Hilfe des AO kénnen am fixierten Praparat geringe Unterschiede 
im Grad der Basophilie verschiedener Zellstrukturen wesentlich leichter 
festgestellt werden als mit den iiblichen basischen Farbstoffen. Das AO gibt 
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diese Unterschiede in geeignetem pH-Bereich in verschiedener Farbe wieder, 
wihrend z. B. Pyronin oder Gallocyanin-Chromalaun nur Schwankungen 
in der Intensitaét erkennen lassen. 
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W. Larcher und H. Eggarter 
I. Einleitung 


Verglichen mit dem reichen Erfahrungsgut, das zahlreiche Beobachtungen 
und Versuche zur Kenntnis der spezifischen Kialteresistenz von Bliiten, 
Blattern und unverholzten Sprossen der verschiedensten Pflanzen zusam- 
mengetragen haben, ist unsere Kenntnis der Frostharte verholzter Triebe 
noch recht liickenhaft. Nach Winkler (1913), der neben Blittern als 
erster in gréBerem Mafstab auch Zweige der wichtigsten einheimischen 
Laub- und Nadelbiume mehrmals im Jahr in KiihlgefaBen abgestuften 
Kaltegraden aussetzte, waren verholzte Sprosse das Versuchsmaterial haupt- 
sichlich der Obstbauwissenschaftler (v. a. Wilhelm 1933, Schwech- 
ten 1935, Miiller 1939, Granhall und Oldén 1950, Oldén 1955, 
Kemmer und Thiele 1955; eingehende Zusammenstellung der ein- 
schlagigen Literatur bei Ke mmer und Schulz 1955, vgl. auBerdem die 
entsprechenden Kapitel in Kobe] 1954), Seit einigen Jahren befaft sich 
das Innsbrucker Botanische Institut im Anschlu@ an friihere Frostharte- 
untersuchungen an Wildpflanzen (Ulmer 1937, Pisek und Schie®l 
1947, Pisek 1950, Larcher 1954) nun auch mit Frosthartebestimmungen 
an Obsthélzern (Pise k 1958, K oh n 1959). Dabei wurden bald die Schwie- 
rigkeiten offenbar, die sich bei der Feststellung und Abgrenzung von Frost- 
schiden in Baumzweigen und Winterknospen ergeben. Soweit die Schaden 
ausdifferenzierte Gewebe betreffen, also in Rinde, Holzkérper und Mark der 
Zweige und in den Blatt- und Bliitenanlagen der Knospen aufscheinen, sind 
sie nach dem Auftauen recht gut an der Verfarbung der abgestorbenen Zellen 
zu erkennen. Unsicher ist indessen die Schadensfeststellung an meristemati- 
schen Zellen, denen bekannitlich ein gréBerer Zellsaftraum fehlt. Zwar ist 
bei manchen Autoren (z. B. Miiller 1939) von .Kambiumschaden“* die 
Rede, die an Verfarbungen (Braunungen) unter dem Mikroskop oder gar 
mit freiem Auge zu erkennen seien. Doch ist die Beurteilung eines [rost- 
schadens am Kambium oder Knospenvegetationspunkt auf Grund ihrer 
Verfarbung sehr unzuverlassig, worauf schon Fuchs (1936) und Ke m- 
mer und Schulz (1955) hinweisen. Wahrend in Bliitenknospen braune 
bis schwarze Verfarbung der Bliitenanlagen immer einen mehr oder weni- 
ger beachtlichen Schaden anzeigt, miissen wenigstens im Winter verhaltnis- 
maBig starke Verfarbungen in den Zweigen kein eindeutiger Beweis fiir 
schwere Schaden sein (Kemmer und Schulz, S. 49). Die Obstbaupraxis 
darf auBerdem auch die je nach Sorte unterschiedliche Fahigkeit zur Uber- 
windung der erlittenen Schaden nicht iibersehen. Ke mmer und Schulz 
fordern infolgedessen von einer fiir Zweige und Knospen geeigneten Methode 
der Frostschadenbemessung, daf sie den Schaden im Kambium und 
Knospenvegetationskegel und dariiber hinaus die Regenerationsméglichkeit 
dieses Schadens erfasse. Dazu miissen die entsprechend gro gewahlten 
Versuchsobjekte durch Antreiben, Pfropfen oder Auspflanzen zum Austrieb 
gebracht werden. Alle .Austriebmethoden* liefern zwar erst nach 
Monaten Ergebnisse, sie beantworten aber dann die fiir den Praktiker vor- 
dringliche Frage nach dem endgiiltigen Effekt des Frostes klarer als andere 
Verfahren. 
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Weniger eignen sie sich zur genauen Ortung der Frostschaden in 
den einzelnen Geweben, vor allem in den meristematischen, weil sich im 
Austriebversuch gerade Meristeme am besten regenerieren. Nur der Total- 
ausfall oder das Absterben gréferer zusammenhiangender Bezirke im Kam- 
bium machen sich so bemerkbar. Ganzlich ungeeignet sind Austriebver- 
fahren, wenn man von einem gegebenen Objekt sof ort wissen will, ob es 
im Kambium geschadigt wurde. Diese Frage drangt sich regelmaRig nach 
extrem kalien Wintern auf; auferdem, wenn festgestellt werden soll, ob 


sich Zweiggut als Pfropfreis eignet, d. h. ob es frostschadenfrei ist (Bosian 
1954), 


II. Zur Methodik der Schadensfeststellung an Meristemen 


An Verfahren, die abgestorbene Zellen in Dauergeweben erkennen las- 
sen, besteht kein Mangel (vgl. die ausfiihrliche Ubersicht bei H 6 f le r 1938). 
Die wichtigsten Methoden beruhen im Prinzip auf dem Nachweis der zer- 
stérten Plasmasemipermeabilitat, z. B. die Priifung auf Plasmolysierbarkeit 
der Zellen nach Einbringen der Schnitte in hypertonisches Medium, die Kon- 
trolle der Exosmose von Zellsaftbestandteilen aus toten Protoplasten nach 
Ubertragung des Gewebestiickes in iso- oder hypotonisches Medium [Aus- 
flieRen gefarbten (Brenner 1917, Déring 1932) oder primir fluores- 
zierenden (Larcher 1953) Zellsafts, Feststellung der erhéhten elektrischen 
Leitfahigkeit des Aufenmediums nach Elektrolyt-Exosmose aus den abge- 
storbenen Geweben (Stiles 1927, zit. in Hofler 1938, Emmert und 
Howlett 1954, Sakai 1955)| und die gestérte Aufnahme und Speiche- 
rung von Hellfeld-Vitalfarbstoffen und Fluorochromen in der Vakuole (aus- 
fiihrliche Ubersicht und Literatur siehe bei Hiéfler 1953). 

Die Unterscheidung von lebenden und toten Kambiumzellen bald nach 
dem Einiritt des Kaltetodes ist bedeutend schwieriger. Cytoplasma-Altera- 
tionen wie kérnelige Entmengung, Vakuolisierung und Anderung des Licht- 
brechungsvermégens, die wohl auch in nekrotischen Zellen des Reihenkam- 
biums und des Vegetationskegels auftreten, sind zu schwer fafbar und zu 
wenig persistent (Stadelmann 1957, S. 482). Sie kommen als Indizien 
fiir unsere Zwecke nicht in Betracht. Eher eignen sich Plasmavitalfarbungen 
und Methoden, die den Nachweis des ungestérien Zellstoffwechsels oder 
Teilungswachstums erbringen. 

Lebendes Plasma speichert abweichend von totem Hell feld-Vital- 
farbstof fe wie Eosin, Erythrosin, Chrysoidin, Rhodamin B u. a. (Lite- 
ratur bei Hofler 1953, S. 460) und Fluorochrome, wie vor allem 
Acridinorange (Strugger 1940) und K- oder Na-Fluorescein (Dé ring 
1935). Totes Plasma, das mit Acridinorange gefarbit wurde, fluoresziert rot, 
lebendes griin (Strugger 1948). Nach Fluoresceinbehandlung fluoresziert 
nur lebendes Plasma (gelbgriin), das der toten Zelle verweigert die Auf- 
nahme des Fluorochroms (Héfler, Ziegler und Luhan 1956), 

Mit dem Nachweis der Enzymaktivitat in den lebenden Zellen 
und deren Erléschen nach dem Zelltod beschaftigte sich u. a. sehr eingehend 
auch der Saatgutkontrolldienst auf der Suche nach einem zuverlassigen und 
zugleich Zeit und Arbeit sparenden Keimfahigkeitstest. Uber die bisher auf 
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diesem Gebiet gewonnenen Erfahrungen mit verschiedenen Fermentreak- 
tionen |mit den Redoxindikatoren Methylenblau (Thunberg 1920, Leh- 
mann 1920) und Dinitrobenzol (Paech 1929), mit Selen- und Tellur- 
salzen(T urina 1922, Hasegawa 1935) und mit Tetrazoliumverbindun- 
gen (Kuhn und Jerchel 1941, Lakon 1942)] referiert sehr ausfiihrlich 
Lakon (1953), der schlieBlich die Tetrazoliummethode fiir die Saatgut- 
kontrolle methodenbuchreif gemacht hat (Methodenbuch, S. 37—38). 

Sakai (1955) bedient sich eines Wachstumsversuchs in Ge- 
webekultur zur Bemessung von Kambialfrostschaden, Auf den An- 
schnittflachen der vorher frostbehandelten Zweigproben bildet sich Kallus- 
gewebe um so iippiger, je weniger der Frost dem Kambium geschadet hatte. 

Unter den gebotenen Mdglichkeiten entschieden wir uns zugunsten der 
Tetrazoliummethode. Abgesehen von ihrer besonderen Eignung zur klaren 
Lokalisierung von lebenden bzw. toten Zellen im Schnitt zogen wir diese 
Fermentreaktion einer Vitalfarbung vor, weil wir im Ausfall der Reaktion 
Hinweise auf den Aktivitatszustand des Kambiums erwarteten. 


A. Triphenyltetrazoliummethode 


1. Allgemeine Grundlagen 


2.3. 5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) ist ein farbloses, geruchloses, 
lichtempfindliches Pulver, das sich in Wasser leicht lést. Die Lésung bleibt 
im Dunkeln farblos und mu® neutral reagieren. Alle TTC-Salze sind gegen 
Sauren ziemlich bestandig: im alkalischen Medium lassen sie sich leicht zu 
den entsprechenden Formazylverbindungen reduzieren, eine Eigenschaft, 


die schon den Entdeckern der Tetrazoliumsalze. Pechmann und Runge 


(1894). aufgefallen war. Das durch Reduktion aus TTC hervorgegangene 
Triphenylformazan (= Diphenylformazylbenzol) bildet karminrote, luft- 
bestandige Kristalle, die in organischen Lésungsmitteln und in fetten und 
atherischen Olen leicht léslich, in Wasser und verdiinnten Laugen unldslich 
sind (.Diphenylformazylbenzol*, Beilstein 1933, Bd. XVI, 
S242). 

Licht, besonders kurzwelliges unter 450 mu, fordert den Reduktionsvor- 
gang (Weygand und Frank 1948, Parker 1955), ebenso Sauerstoff- 
mangel (Weygand und Frank 1948, Marré und Arrigoni 1954), 
Anwesenheit von Balsamen, von atherischen und gewissen fetten Olen 
(Leinél, Parker 1955) und Temperatur iiber 40°C (Parker 1955) bei 
Anwesenheit reduzierender Zucker. In der lebenden Zelle wirkt TTC als 
Redoxindikator (Redoxpotential des Systems TTC-Formazan: — 0,083 V, 
Jerchel und Méhle 1944), der sich als Akzeptor in die wichtigsten 
wasserstoffiibertragenden Systeme |Pyridin-Nukleotid-Fermente (Jerche | 
und Méhle 1944), Ubersicht bei Smith 1951 und Ziegler 1953] ein- 
schaltet. 

Die Reduktion der farblosen Tetrazoliumsalze zu den gefarbten For- 
mazylverbindungen in lebenden Pflanzenzellen beobachteten als erste 
Moewus. Kuhn und Jerchel. Moewus, iiber dessen Beobachtung 
Kuhn und Jerchel (1941) berichten, lie® Samen von Lepidium saticum 
auf Filtrierpapier keimen, das mit einer 1%igen Lésung von 2, 3-Diphenyl- 
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5-Methyl- und 2,3-Diphenyl]-5 n-Undecyl-Tetrazoliumchlorid getrankt war. 
Blatter und Wurzelspitzen wurden tiefrot. Von zahlreichen gepriiften 
Tetrazoliumsalzen eignet sich nach Lakon (1942) das 2,3, 5-Triphenyl- 
tetrazoliumchlorid fiir den Nachweis der Enzymaktivitat in ruhenden Samen 
am besten: Der Umschlag von farblos (TTC) zu Rot (Formazan) ist kraftig, 
das rote Triphenylformazan diffundiert nicht aus den lebenden Zellen her- 
aus, tote Partien im Gewebe sind daher von lebenden auBerst scharf abge- 
grenzt und sie bleiben das tagelang, weil der Reduktionsvorgang TTC zu 
Formazan nur unter ganz speziel- 

len Bedingungen (Jerchel und 1500 
Mohle 1944) reversibel ist. Seit- y 
her fand das TTC in der Botanik 
als Dehydrasenreagens und zur Vi- 
talititsfeststellung mehrfach Ver- 
wendung. 





im Gewebe 


2. Die Anwendung der TTC-Me- 
thode zur Erkennung von Frost- 
schiden in Sprofachsen 


Zweigproben von 1,5 bis 2 cm reduziert ~* 
Lange werden mit frischen schri- 
gen Anschnittflachen versehen, 
und jedes Priifstiick wird in einen 


Triphenyltetrazoliumchlorid 











T T T 


° 
ca. 3 cm hohen und 1,5 cm weiten 23 6 2B 25 


Stoffhalter gebracht. Anschliefend mg TTC im ccm Aufenmedium 

wird soviel Reagens (1%ige Lésung Abb. 1. Menge des in Parenciymscheib- 
von TTC in Phosphatpuffer nach chen von Helianthus tuberosus nach 
Sérensen von pH 7,2) zugege- 4 Stunden eingedrungenen und Aniteil 
ben. da® die Stoffhilter bis zum es bievon zu Formazan_ reduzierten 


Read mit dev THC Pallesleune lriphenyltetrazoliumchlorids, in Abhian- 


% : ee: _  gigkeit vom TTC-Gehalt des Aufen- 
gefiillt sind. Sie werden dann ver- : ze ; 
; mediums (pH 7,3). Mittel aus Doppel- 


schlossen und im Brutschrank bei bestimmungen an Portionen von 
30°C? 12 Stunden dunkel aufge- 99 Scheibchen. — Nach Werten von 
stellt. Marré und Arrigoni (1954), S. 23, 
Die TTC-Konzentration Tab. 1. 

von 1% haben schon Lakon, Par- 

ker u. a. beniitzt. Nach Marré und Arrigoni (1954) erhalt man mit 
Konzentrationen zwischen 1% und 1,5% die besten Resultate. Die beiden 
Autoren legten ausgestanzte Parenchymscheibchen von Topinamburknollen 
in abgestufte TTC-Konzentrationsreihen und bestimmten 4 Stunden spater 
kolorimetrisch die Menge des ins Gewebe eingedrungenen TTC und des 
Formazans in den Zellen (Abb. 1). Bei AuBenkonzentrationen unter 0.6% 
bleibt der TTC-Spiegel in den Zellen zu niedrig, reichliche Formazanbil- 
dung ist deshalb nicht méglich. Konzentrationen iiber 1.3% wirken auf die 


2 Entsprechend der Empfehlung von Lakon im .Methodenbuch®* (1949), 
S. 38. 
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Zellen giftig. Obwohl bei hohen Mediumkonzentrationen mehr TTC in die 
Zellen eindringt. wird doch weniger reduziert. 


Grofe Beachtung verdient die Wasserstoffionenkonzentra-. 
tion der Lésung. Die Unbestaindigkeit des TTC im alkalischen Bereich 
iiber pH 9 in Gegenwart von Reduktionsmitteln wie Metallstaub, Sulfiden 
(Pechmann und Runge 1894) sowie von Eiweiffverbindungen mit 
Sulfhydrylgruppen (Kuhn und Jerchel 1941) verbietet von vornherein 
ein Arbeiten mit Lésungen iiber pH 8. Im sauren und neutralen Bereich 
beeinfluBt der pH-Wert die Permeation des TTC in die Zellen. An Mais- 
wurzelspitzen beobachtete Parker (1953) in einem pH-Serienversuch bei 
pH 7.8 schon 3 Minuten nach dem Einlegen in 1%ige TTC-Lésung leichte 
Rosafarbung, bei pH 5,4 nach 15 Mi- 
nuten und bei pH 3 erst 235 Minuten 
nach dem Einlegen. Quantitative 
Bestimmungen des eingedrungenen 
und des reduzierten TTC in Abhiin- 
gigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration unternahmen Marré 
und Arrigoni (1954). Wahrend 
+ zwischen pH 4,4 und 8.2 die Menge 

m4 1 | des in Zellen eingedrungenen TTC 
44 52 66 74 62 pH ziemlich proportional der Wasser- 
Abb. 2. Einflu8 der Wasserstoffionen- stoffzah! zunimmt, zeigt die Reduk- 
konzentration des Mediums auf die tionsintensitit ein deutliches Maxi- 
Reduktion von TTC in Parenchym- ™um im Neutralbereich (Abb. 2). 
scheibchen von Helianthus tuberosus. Dieser scheint daher am besten fiir 
— Prozentzahlen berechnet nach Wer- die Ausfiihrung der TTC-Reaktion 

ten von Marré und Arrigoni_ geeignet zu sein. 
(1954), S. 25, Tab. 2. 
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Die optimale Verweildauer 
der Proben in der TTC-L6- 
sung hingt weitgehend davon ab, wie schnell die Lésung in die verschie- 
denen Gewebe einzudringen vermag. In Schnitten beginnen sich Meristem- 
zellen schon nach wenigen Minuten rot zu farben, gréBere Gewebstiicke 
miissen langer in der Lésung liegen. Im iibrigen tritt die Reaktion in 
Meristemen rascher ein als in ausdifferenzierten Geweben und sie breitet 
sich im Kambium sdhneller aus als im Parenchym. Die giinstigste Ein- 
wirkungsdauer wird bei neuen Objekten zunachst durch Vorversuche be- 
stimmt werden miissen. Fiir Zweigstiickke von Obsthélzern fanden wir 12 bis 
14 Stunden als vorteilhafteste Einwirkungsdauer, wobei eine Stunde mehr 
oder weniger keine Rolle spielt. Nach dieser Frist ist das gesunde Priif- 
stiick 3—6 mm unter den Schnittflachen rot gefarbt (doch bleiben die von 
beiden angeschnittenen Flachen vorriickenden Eindringfronten durch eine 
ca. 1 cm lange ungefarbte Strecke voneinander getrennt). Die Eindringgrenze 
zeichnet sich durch besonders lebhafte Rotfarbung aus: am besten entnimmt 
man knapp dahinter den Schnitt fiir die mikroskopische Untersuchung. Bei 
wesentlich kiirzerer Einwirkungsdauer bliebe die Reaktion auf eine zu 
schmale Zone beschrankt: durch den Schnitt in Mitleidenschaft gezogene 
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Gewebe oder Uberziige von Bakterien auf der Schnittoberfliche kénniten 
dann die Auswertung in unkontrollierbarer Weise stéren. Diese beiden 
Unsicherheitsmomente waren es, die uns bewogen, mit Zweigstiicken und 
nicht mit fertigen Schnitten zu arbeiten. 

Bakterien- und Pilzbefall kann leicht eine TTC-Reduktion in 
totem Gewebe vortiuschen und zwar sowohl durch Ansammlung rotge- 
farbter Bakterienleiber als auch durch ins Substrat abgeschiedene redu- 
zierende Fermente der Saprophyten. Lakon (1954) empfiehlt 0.01% .,Pre- 
ventol“ Bayer (ein Gemisch anorganischer Natriumsalze) als Bakterio- 
statikum zuzusetzen. Im Hinblick auf die Giftigkeit dieses Praparates ver- 
zichien wir darauf. Wir konnten das ohne Gefahrdung unserer Befunde tun, 
weil wir nicht die zweifellos von Bakterien besetzten Anschnittsstellen zur 
Beurteilung heranziehen, sondern jeweils frisch abgehobene Schnitte aus 
dem Zweiginneren. 

Auch intakt gebliebene Dehydrasen in den nekroti- 
schen Zellen mégen bei Vorhandensein ihres Substrates eine Reduktion 
des TTC herbeifiihren. Mit dieser Fehlerquelle mu bei der Untersuchung 
von teilweise frostgeschadigtem Material unbedingt gerechnet werden. 
Sofort nach dem Auftauen ist nur ein Teil der letal geschadigten Zellen 
vollstandig tot, der Rest desorganisiert sich erst im Laufe von Stunden, 
eine Erscheinung, die sich an vielen frostgeschadigten Blattern unmittelbar 
beobachten laBt. An Samen bemerkte Lakon (1954), daf® in der Regel 
noch ausgiebige Reduktion eintritt, wenn TTC gleichzeitig mit dem lebens- 
zerstérenden Faktor (Hitze, Kalte, Gift) appliziert wird. Der Schaden wird 
dann nicht im vollen Ausma® sichtbar. Einen genauen Nachweis dafiir er- 
brachte Parker (1953) an Nadeln von Pinus strobus, die bei verschiedenen 
‘Temperaturen gefrostet und dann zum Teil 5 Minuten nach dem Auftauen, 
zum anderen Teil 2 Stunden spater in 1 %ige TTC-Lésung eingelegt wurden. 


Tab. 1. Ausfall der TTC-Reaktion in Nadeln von Pinus strobus, die im Juli frost- 
behandelt murden (aus Parker 1953. Tab. 2). 





Kihlung auf —7C | —10°C | —13°C 





In TTC-Lésung gebracht 
5 Minuten nach dem Auftauen ...j/| 100% 40% 2% aller Nadeln 
geben positiven 
100%, 5% 2 Ausfall der 
J TTC-Reaktion 


2 Stunden nach dem Auftauen 


Tab. 1 bringt Parkers Werte: Man ersieht daraus, daf die gréBte Vor- 
sicht bei mittleren Schaden geboien ist. Im iibrigen laRt sich nicht feststellen, 
ob beim Test ..5 Minuten nach dem Auftauen* die Formazanbildung in voll- 
kommen abgestorbenen Zellen mit noch intakten Dehydrasensystemen oder 
in letal geschadigten, erst nach 5 Minuten absterbenden Zellen erfolgte. In 
methodischer Hinsicht ist das aber belanglos. Wir gingen dieser Schwierig- 
keit aus dem Weg. indem wir die Proben nach der Kaltebehandlung nicht 
sofort in die TTC-Lésung brachten, sondern die unzerschnittenen Zweige 
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regelmaBig 2—4 Tage bei ca. 15°C in feuchter Kammer mit den Enden 
in Wasser einstellten. In dieser Zeit konnten sich die Schaden .,entwickeln“ 
und es ist nicht zu befiirchten, daf in einer absterbenden Zelle sich bil- 
dendes Formazan, das ja auch nach dem Zelltod dort verbleibt, uns triigen 
kénnte. 

Stichproben haben ergeben, da man die gleichen Resultate erhalt, ob man nun 
einen oder fiinf Tage abwartet. Die Frist von zwei (im Sommer) bis vier Tagen (im 
Winter) fiir die Schadensentwicklung hat sich bei allen bisherigen Frosthiartebe- 
stimmungen an Obstbaumzweigen im Innsbrucker Institut so gut bewahrt (Pisek 
1958, Ko hn 1959), da wir sie beibehalten. 


Nach Ablauf der vorgesehenen Einwirkungszeit des TTC werden die 
Priifstiicke mit Wasser abgespiilt und sofort untersucht oder (fiir kurze 
Zeit) in Leitungswasser aufbewahrt. 

Am median geteilten Zweigstiick erfolgt die Vorbeschau. Schaden sind 
mit freiem Auge oder mit Hilfe einer Lupe, abgesehen von auffallenden 
Braunungen in der Rinde, auch im Holzkérper zu erkennen. Dieser er- 
scheint, sofern er lebt, kirschrot. in der Nahe der Schnittenden rotviolett 
gefarbt. Der tote Holzkérper bleibt elfenbeinweiff bis grauweif, nur die 
Anschnitistellen farben sich schmutzigrot. Am kraftigsten gefarbt sind am 
gesunden Zweig stets das Kambium und die jiingste sekundire Rinde, also 
die stoffwechselaktivsten Achsengewebe, u. zw. wahrend der Vegetations- 
zeit starker als zur Zeit der Vegetationsruhe. Die lebhaftere Reduktions- 
aktivitat dieser Gewebe driickt sich auch dadurch aus, dafi wahrend der 
Vegetationszeit. nicht dagegen im Winter, die Rotfarbung im Kambium 
und in der sekundaren Rinde tiefer in das Priifstiick eindringt als im Holz 
und in der alteren Rinde. 

Voraussetzung fiir zuverlassige und eingehendere Schadensbemessung 
ist die mikroskopische Untersuchung von Schnitten. Wir verwenden Quer- 
schnitte, die iibrigens gar nicht sehr diinn sein miissen, und die man daher 
nach Abtragen der aufersten paar Millimeter leicht von Hand anfertigen 
kann. 

Intaktes Markstrahl- und Holzparenchym sind rotlila, die Zellen des 
Kambiums und die der jiingsten sekundaren Rinde kraftig kirschrot. Deut- 
lich rot erscheinen auch Siebparenchym, Geleitzellen und Strahlenparen- 
chym der alteren sekundaren Rinde: relativ schwach farbt sich dagegen 
das primaire Rindenparenchym. Tote Zellen im Verband enthalten nie 
Formazan und sind im allgemeinen leicht und deutlich daran zu erkennen. 

Abb. 3. eine Schwarzweif-Kopie nach Farbaufnahme, zeigt den Quer- 
schnitt durch einen Birnenzweig mit einem Kambialteilschaden nach TTC- 
Behandlung. Soweit das Kambium im Original rot gefarbt war, hebt es 
sich in dem leider unklaren Schwarzweif-Bild dunkel hervor: in seinem 
formazanfreien hellen Bereich (links im Bild) ist es tot. Die erfrorenen 
Zellen des Rindenparenchyms und der Rindenstrahlen sind im Farbbild 
braun, in der Kopie heller grau, die im Markstrahlparenchym verstreuten, 
dunkelgrau reproduzierten Zellen leben und sind ebenso wie lebende 
Holzparenchymzellen rot. Nach ausgedehnteren Erfrierungen kann, be- 
sonders bei Apfel, der aus den abgestorbenen Rindenzellen ausflieBende 
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Zellsaft nach seiner Zersetzung das Kambium gelblich bis rotbraun an- 
farben, so daf nicht mehr sicher zu erkennen ist, ob auferdem noch eine 
Rotfarbung durch Formazan vorliegt. Klarheit schafft in solchen Fallen 
Aufhellung der Schnitte in Eau de Javelle, in der sich Formazan chemisch 
nicht verandert oder lést, die Braunfairbung aber verschwindet. In Javel- 
le’scher Lauge aufgehellte Schnitte lassen sich in Stoffbehaltern mit Wasser 
monatelang konservieren, bis die beginnende Mazeration der Aufbewahrung 
ein Ende setzt. Schnitte, die nicht mit der Hypochloritlauge behandelt 
worden sind, verderben infolge Autolyse der Zellen nach wenigen Tagen. 
Einschlu8 der Schnitte in Glyzeringelatine wurde versucht, hat sich aber nicht 


Abb. 3. Querschnitt durch einen Birnenzweig mit teilweise frostgeschadigtem Kam- 
bium nach TTC-Behandlung. Nahere Erklirung im Text. Minimaltemperatur im 
Frostversuch: — 18°C, 8, April 1957. 


bewahri. Am besten ist es, von den Schnitten sofort Farbphotographien 
anzufertigen. 


3. Die Beurteilung von Frostschaden in Knospen 


Die Knospen werden an ihrer Anheftungsstelle abgetrennt und von 
unten her der Lange nach halbiert. Der Schnitt wird aber nicht durch- 
gehend gefiihrt, die Knospenhiillblattchen werden nicht ganz durchirennt. 
Auch wird er am besten nicht genau median, sondern paramedian ange- 
setzt. Es muff namlich vor der Befundung eine Schnitidicke abgetragen 
werden, unter der nun ein Medianschnitt zutage tritt. Der Einschnitt hat 
lediglich dem TTC den Eintritt zu erleichtern. 

So vorbereitet kommen die Knospen in die TTC-Lésung und bleiben 
méglichst nicht langer als 12 Stunden darin, da sie sonst zu stark dunkeln. 
Am Langsschnitt durch die gesunden Knospen sticht der Kambialkegel 
genau wie das Achsenkambium durch sein kraftiges Rot hervor, die Hiill- 
blattchen bleiben heller rosa. Totes Gewebe gibt die Formazanreaktion 
nicht. das Parenchym der Markbriicke verfarbt sich glasig graugriin, spater 
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schwarzlich, erfrorene Hiillblattchen und Bliitenanlagen ebenfalls braun bis 
schwarz. Totes Apikalmeristem bleibt heller. 


B. Wo sind Braunungen verlaBliche Schadensanzei- 
chen? 


Der Hauptgrund, der uns zur Anwendung der TTC-Methode in der 
Frostschadensdiagnostik bewogen hat, war die schon eingangs festgestellte 
Tatsache, daf Braunungen nicht immer ein zuverlassiges Zeichen von Schi- 
den sind. 

Fuchs und Hilkenbaumer (1940) betonen ausdriicklich, daf 
Starke und Ténung der Verfarbung in geschadigten Geweben bei gleichem 
Schadensgrad wechseln. Kemmer und Schulz (1955) berichten von 
Fallen, in denen im Anschluf an kalte Winter das Kambium anscheinend 
toter Astteile doch wieder neues Holz- und Rindengewebe bildete und solche 
Zweige bis meterlange Triebe aus schlafenden Augen hervorbrachten, 

Wir selbst hatten im Friihjahr und Sommer nach dem strengen Winter 
1955/56 mehrfach Gelegenheit, derartige Schadensiiberwindung zu beob- 
achten: Allenthalben an Marillenbaumen und Quittenstrauchern in und um 
Innsbruck, an Birnbaumen einer sehr gepflegten Pflanzung bei Steinach am 
Brenner, am auffalligsten jedoch in einer 10jahrigen Pfirsichpflanzung des 
Gutes Harterhof bei Innsbruck. Im Mai waren die Zweige dieser Pfirsich- 
baumchen durch und durch braunschwarz, die Rinde war weich und lief sich 
durch leichten Fingerdruck abziehen. Ende Juni trugen fast alle diese Baum- 
chen belaubte Ruten. Marillen- und Quittenzweige, die unter dem Frost ge- 
litten hatten, waren ebenfalls durchgehend braun, bei Birnenzweigen war 
die gesamte Anschnittflache grau bis schwarz. Unter dem Mikroskop erschien 
die Kambialzone in allen Schnitien bei allen Arten verfarbt. Der Weichbast 
war relativ hell, leicht grau oder braun gesprenkelt, das primare Rinden- 
parenchym kraftig verfarbt, ebenso die Markstrahlen im Holz. Stark ge- 
schidigte Zweige eines Marillenbaumes, der vor der Siidmauer des Botani- 
schen Institutes steht, wurden am 14. Mai, 16. Juni, 25. Juni und 23. Au- 
gust 1956 mikroskopisch untersucht. Zu den beiden ersten Terminen war 
nichts von Kambialtatigkeit zu sehen, obwohl am 14. Mai Blattknospen aus- 
getrieben hatten. Erst am 25. Juni konnte neuer Zuwachs festgestellt wer- 
den; das alte Holz, die Rinde und auch das ganz offensichtlich tatige Kam- 
bium waren stark braun! Auch am 23. August war das Kambium noch als 
braune Linie gekennzeichnet, der diesjahrige Zuwachs war hell, unverfarbt. 
Ein Quittenstrauch im Botanischen Garten zeigte trotz Braunung der Zweige 
am 12. Mai neuen Zuwachs, die Braunung, auch die des Kambiums, ver- 
blaRte im Laufe des Sommers. 


Unter Beriicksichtigung dieser Beobachtungen und auf Grund des Ver- 
gleichs der Befunde nach der TTC-Methode mit Ausmaf und Verteilung 
aufgetretener Verfarbungen im Zweig ergeben sich drei Méglichkeiten: 

1. Das verfarbte Gewebe ist tot. 

2. Ein totes Gewebe hat sich nicht verfarbt. 

3. Ein Gewebe ist verfarbt, aber nicht oder nur unwesentlich geschadigt. 
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Zu 1. Briunungen entstehen immer dort, wo ein Chromogen, bei Obst- 
hélzern wohl hauptsachlich Gerbstoff, mit freiem Sauerstoff in Beriihrung 
kommt. Solange eine Zelle lebt, ist das Chromogen in der Vakuole durch den 
protoplasmatischen Wandbelag gegen freien Sauerstoff abgeschirmt. Nach 
Verlust der Plasmasemipermeabilitat flieBt ein Teil der Gerbstoffe aus dem 
Zellsaftraum aus und impragniert Plasma und Zellwand (Van Wisse- 
lingh 1915). Die Gerbstoffe in Zellwand, koaguliertem Plasma und die im 
Zellinneren verbliebenen Gerbstoffreste werden jetzt oxydiert und mehr 
oder weniger braun. Zellen, die in ihrer Vakuole durch Oxydation von 
Zellsaftbestandteilen entstandene dunkle Massen enthalien, sind ausnahms- 
los tot. Autochthone Briunungen sind die Regel im Markparen- 
chym, in den Markstrahlzellen des Holzkérpers und im Rindenparenchym. 
Frostschadenbemessungen an Zweigen, die sich auf Verfarbung dieser Ge- 
webe stiitzen und darauf beschranken, sind immer zuverliissig. 


Zu 2. Die Zellen des Kambiums, wenigstens des Kambiums in den Zweigen 
der Obsthélzer, sind arm an Stoffen, die nach ihrer Oxydation Pigmente 
werden. Ein Schaden muf sich infolgedessen nicht unbedingt durch Ver- 
farbung bemerkbar machen. Desgleichen fehlt jegliche Verfarbung, wenn 
das Chromogen aus den toten Geweben herausgelést wird, bevor es oxy- 
diert. Legt man z. B. erfrorene Priifstiicke sofort nach dem Auftauen in 
Wasser, dann bleiben tote Rinde und totes Holz hell. Pisek (1958) und 
K ohn (1959), denen diese Fehlerquelle bekannt war, verwenden daher fiir 
die Schadensbeurteilung nie die basalen Triebenden der nach der Frost- 
behandlung eingefrischten Zweige, soweit sie ins Wasser eingetaucht 
hatten. 


Zu 3. Nach dem Erfrieren ausgedehnter Gewebekomplexe diffundiert der 
aus den Vakuolen befreite Gerbstoff auch in solche Nachbargewebe, die 
selbst wenig oder kein Chromogen enthalten. Er lagert sich dort den Zell- 
wanden, allenfalls auch den Protoplasten an und erzeugt nach Oxydation 
allochthone Braunungen. Allochthon braunen sich alle wandver- 
dickten toten Zellelemente der Sprofachse wie die Bastfaserziige in der 
Rinde und die Leit- und Stiitzelemente des Holzkérpers. Ebenfalls allo- 
chton sind starkere Verfarbungen des Kambiums. Braiunungen, die nach Ver- 
schleppung des Gerbstoffes aus erfrorener Rinde oder gar aus dem Mark 
(Kobel 1954) ins Kambium oder in das Holz entstehen, sind sowohl in 
toten als auch in gesunden Geweben zu erwarten. Wenigstens in Meri- 
stemenlassensichdaherSchadennurauf Grund der Ver- 
farbung nicht einwandfrei erkennen. Kemmer_ und 
Schulz (S. 49) bemerken, da Braunungen gleicher Starke im Mai Ver- 
nichtung anzeigen, wahrend sie im Winter u. a. ohne Bedeutung sind. Es 
diirfte sich hierbei um allochthone Braunungen handeln. Im Winter ist das 
Kambium viel widerstandsfahiger als Holz und Rinde, iiberlebt also die 
chromogenliefernden Gewebe und kann so, obwohl gesund, Verfarbung an- 
nehmen. Im Mai dagegen geht das Kambium friiher als Rinde und Holz 
zugrunde: zur Bliitezeit kann nur bereits totes Kambium nachtraglich ver- 
farbt worden sein. 
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III. Die Resistenz der einzelnen Achsengewebe 


Nachdem die TTC-Methode es erméglicht, auch im Kambium tote von 
lebenden Zellen deutlich zu unterscheiden, konnten wir darangehen, die 
Frostharte der einzelnen Achsengewebe festzustellen. DaB Rinde, Kambium 
und Holz desselben Zweiges zur selben Zeit verschieden resistent sind, war 
im Obstbau auf Grund von Baumschaden nach strengen Wintern langst 
bekannt (Fuchs 1936, Kemmer und Schulz 1955), Auch bestanden 
Vorsiellungen dariiber, wie die Reihenfolge der Gewebe nach ihrer Frost- 
empfindlichkeit im Wechsel von Vegetationsruhe und -zeit sich andert. Eine 
systematische experimentelle Untersuchung iiber den Jahresgang der Frost- 
resistenz der einzelnen Achsengewebe fehlte aber unseres Wissens bisher. 


A. Material und Methode 


1. Die Versuchsobjekte 

Als Versuchsobjekte wahlten wir je einen etwa 40jihrigen hochstimmigen 
Apfel- und Birnbaum aus dem Versuchsgarien des Botanischen Instituts. 

Der Apfelbaum ist ein .Gravensteiner*, der aus Schadenstatistiken nach 
strengen Wintern (Adamez 1932, zit. in Kobe] 1954) als eine der frostempfind- 
lichsten Apfelsorten iiberhaupt bekannt ist. Zecha und Passecker (1954) 
raten vom Anbau dieser Apfelsorte in rauheren Zonen des Alpenraumes ab. 

Der Birnbaum von der Sorte .S peckbirne* erwies sich als ausnehmend 
winterhart. In der Literatur fanden wir keinerlei Angabe iiber die Frosthirte dieser 
seltener gepflanzten Wirtschaftssorte. Zecha und Passecker empfehlen die 
~Speckbirne* als eine der wenigen Birnensorten fiir den Anbau auch (und beson- 
ders) in rauhen Lagen des Alpengebietes. 


2. Frostung und Behandlung des Materials 

Nach erfolgreichem Abschlu8 einiger Vorversuche im Friihjahr 1957 wurden ab 
Ende August 1957 bis zum Abbliihen Mitte Mai 1958 alle 4—6 Wochen Zweigsysteme 
im Umfang der letzten 4—5 Jahrgange abgeschnitten, in ca. 30cm lange Stiicke 
zerteilt und gefroren. Die Frostbehandlung erfolgte in der in den letzten Jahren 
am Innsbrucker Institut bewahrten Weise, die ausfiihrlich P is ek (1958) und Kohn 
(1959) beschreiben. Wir beschrinken uns hier auf die wichtigsten Angaben: 

Die Kiihlung erfolgte in Linde-Tiefkiihltruhen; Steuerung der Temperatur im 
Innern der Truhe durch ein nachtraglich eingebautes, auf 1/;,C genau einstell- 
bares Kontaktthermometer der Firma Juchheim, Fulda. Die Zweigproben, stets 
von Apfel und Birne mehrere nebeneinander, lagen lose gepackt auf Fadenrastern 
in einem gerdéumigen, mit isolierender Watte belegten Karton, in dessen Innern 
die Temperatur ausgeglichener und langsamer absank als im Kiihlfach der Truhe. 
Ein kleiner Ventilator im Probenbehalter und ein weiterer auBerhalb desselben 
am Boden des Kiihlfaches verhinderten jegliche Temperaturschichtung im Verlauf 
der Frostung. Die Lufttemperatur im Probenbehilter und die Temperatur an der 
Zweigoberflache wurden mit Hilfe von sechs Platin-Hartglaswiderstanden (Degussa. 
Hanau) in Verbindung mit einem Fallbiigelschreiber (Schenk, Wien) in Zweiminu- 
ten-Abstanden registriert. Der Temperaturabfall im Frostversuch betrug 2° C/h 
{im Sommer und Friihjahr) bzw. 5°C/h (im Winter). Die erreichten Minimaltempera- 
turen lagen zwischen —3°C und — 40°C und wurden 2% Stunden lang konstant 
eingehalten. Das Auftauen bis zum Erreichen des Schmelzpunktes ging, ebenfalls 
Jangsam. nie schneller als 5°C/h, vor sich, AnschlieBend wurden die Zweige basal 
neu beschnitten und eingefrischt bei etwa 15°C in feuchter Kammer im Friihjahr 
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und Sommer zwei, im Winter vier Tage aufgestellt. Nach Ablauf dieser Frist 
kamen, nach ihrem Alter gesondert, diesjaihrige, 1—2jahrige und 3—5jahrige kurze 
Zweigproben in die Stoffbehalter mit der auf pH 7,2 gepufferten 1%igen TTC- 
Lésung. Das Ergebnis der makroskopischen Beschau und der mikroskopischen Unter- 
suchung jeder einzelnen Probe nach Abschluf der Fermentreaktion wurde genau 
protokolliert. 


B. Ergebnisse 
1. Schadensbemessung 


Genauso wie am ganzen Individuum einzelne Teile zuerst dem Frost zum 
Opfer fallen und der Schaden mit fortgesetztem Wiarmeentzug allmahlich 
anwachst, bis er schlieBlich die ganze Pflanze erfaft hat, entstehen selbst 
im einheitlich gebauten Gewebe bei sinkender Temperatur zuniichst 
immer differenzierte Nekrosen (im Sinne von K iist er 1916). Die empfind- 
lichsten Zellen und Zellgruppen unterscheiden sich haufig aiuferlich iiber- 
haupt nicht von den benachbarten resistenteren. Umgekehrt bleiben immer 
kleine Gewebebezirke oder gar einzelne Zellen noch am Leben, wenn alles 
iibrige gleichartige Gewebe schon tot ist. 

Die Temperaturspanne zwischen dem Auftreten der ersten Schiden und 
dem Frosttod des ganzen Gewebes ist in verschiedenen Geweben verschieden 
gro — die Zellen des lockeren primaren Rindenparenchyms streuen in ihrer 
Frostharte beispielsweise starker als die der Markstrahlen — und sie zeigt 
dariiber hinaus einen deutlichen Jahresgang. 

An Blattern, wo sich Schaden sehr viel einfacher feststellen und bemessen 
lassen als bei Sprofachsen, war schon friiher (Larcher 1954) aufgefallen, 
daft im Winter der Ubergang zwischen dem Erfrieren empfindlicher Zell- 
komplexe und dem vollstindigen Absterben des Blattes gleitend ist. Im 
Sommer hingegen ergreifen die Schaden nach Absinken der Temperatur 
unter einen bestimmten Schwellenwert fast plétzlich das gesamte Blatt, Im 
Durchschnitt liegen zwischen erstem Schaden und Totalschaden der Blatter 
mediterraner Sklerophyller im Winter 4—5°C Temperaturdifferenz, im 
Sommer etwa 2°C (Larcher 1954, Fig. 6, S. 621). 

Den Resistenzspielraum von Holz und Kambium drei- bis fiinfjahriger 
Apfelzweige zeigt Abb. 4. Der wesentliche Unterschied zwischen Kambium 
und Holzkérper ist dabei weniger in der verschieden breiten Temperatur- 
spanne zwischen Anfangs- und Totalschaden zu suchen als vielmehr im Aus- 
maB der jahreszeitlichen Schwankung dieser Temperaturspanne, Wahrend 
die resistentesten Parechym- und Markstrahlen des Holzkérpers ziem- 
lich unabhangig vom Vegetationszustand des Zweiges. also im Spatsommer, 
Winter und Friihjahr, bei einer im Mittel um 4° + 19°C tieferen Temperatur 
absterben als die empfindlichsten Zellen, wird im Kambium mit dem Eintritt 
der Winterruhe diese Spanne betrachtlich breiter. Im August und sogar 
anfangs November, kurz nach dem Laubfall, stirbt das Kambium in seiner 
Gesamtheit nahezu gleichzeitig ab (Intervall .Erster Schaden“ bis .,voll- 
kommen tot“: 1°—2C). Mit dem Ubergang inden Zustand der 
Winterruhe nimmt die Frostharte in den einzelnen 
Kambiumzellen ungleich zu, wodurch innerhalb des Kambiums 
eine beachtliche Streuung in der Frosthiarte der einzelnen Zellen entsteht. 
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Die resistentesten Zellen im Kambium vertragen dann (wenn man den 
extremen Jinnerwert nicht beriicksichtigt) um etwa 5° tiefere Temperatur 
als jene empfindlichsten, die im Erwerb hoher winterlicher Kalteresistenz 
zuriickgeblieben waren. Sobald das Kambium im Friihjahr zur Tatigkeit 
erwacht, verschwindet mit sinkender Frostharte die auffallende Resistenz- 
autonomie der einzelnen Kambialzellen. Ab April schadigt Frost das Kam- 
bium wieder ziemlich einheitlich (1° C Intervall). 

Die einzelnen Zellen der Rindengewebe differieren schon im Friihjahr 
und Sommer stark in ihrer Frostharte, im Laufe des Winters zieht sich die 
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Abb. 4. Frostresistenz der empfindlichsten (,,erster Schaden“) und der widerstands- 
fahigsten Zellgruppen (..tot*) im Holz (diinne Linie) und Kambium (dick ausge- 
zogen) von 3—jahrigen Zweigen der Apfelsorte .,Gravensteiner™. 


Spanne zwischen Anfangsschiden und Totalschiden noch etwas aus- 
einander, sie iibersteigt aber nie das beim Kambium gefundene Ausmaf. 

Birne verhalt sich analog. Der Frostharteunterschied zwischen empfind- 
lichsten und resistentesten Zellen betragt im Holz wahrend des ganzen Jah- 
res etwa 39°C, im Kambium wichst er von 2°C im August auf 79°C im 
Hochwinter an und geht im Friihjahr auf 1°C zuriick. 

Die winterliche Eigenstaindigkeit der Kambialzellen hinsichtlich ihrer Frostharte 
ist von groBter Bedeutung fiir die Regeneration nach erlittenen Frostschiden. Win- 
terfrostschiden haben besser Aussicht, von lebenden Bezirken im sonst erfrorenen 
Kambium ausgehend, zu verheilen als Friihjahrsfrostschiden, die eher das Kam- 
bium in seiner Gesamtheit erfassen. Es empfiehlt sich daher, bei der Schadens- 
erhebung besonderes Augenmerk nicht nur auf beginnende Schadigung zu legen. 
sondern auch auf mittlere und starkste Erfrierungen. 
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Im weiteren nehmen wir als Maf fiir die Frosthairte eines Gewebes ,,das 
Mittel zwischen der niedersten Temperaturstufe absteigender Folge, nach 
deren Einwirkung noch alles gesund geblieben war und der héchsten Tem- 
peraturstufe derselben Serie, als deren Folge erste Schaden auftraten* 
(Pisek 1958, S. 60). Die Wahl des ,ersten Schadens“ als Frosthirtekri- 
terium hat sich bisher an Blattern und Zweigen bestens bewihrt, weil sich 
dieser Schadensgrad mit gréfter Sicherheit bemessen lat, Allerdings darf 
man nicht iibersehen, daf auf diese Weise, wenigstens im Winter, nur das 
Verhalten der empfindlicheren Varianten erfaft wird. Auf die Angabe eines 
»mittleren Schadens* (etwa 
50% tot im Sinne der Frost- T T 
hirtedefinition Levitts, Kambium 
1956, S. 46) verzichten wir. r ("Speckbirne") 

Schadensprozentangaben 
auf Grund blofer Besichti- 
gung sind bei Bliattern eine 
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heilt, jedoch nicht vermei- Abb. 5. Vergleich der Frostharte des Kambiums 
den. von erstmals iiberwinternden Zweigen (diinne 
Linie) der ,Speckbirne* mit der des Kambiums 
3—5jihriger Zweige (kraftig ausgezogene Linie). 
Als Frosthirte wird jene Temperatur in —*°C 
Speen) ee “ah. angegeben, nach deren Unterschreitung erste 
ar Cones Shee geringfiigige Schiden bemerkbar werden, 





2. Die Frostharte verschie- 
den alter Zmeigjahrgange 


zuwachs ist in allen Ge- 
weben frostanfalliger als 
jener, der wenigstens einmal iiberwintert hat. Zwischen 1—2jahrigen und 
3—5jahrigen Zweigproben waren Frostharteunterschiede nicht faftbar. 

Was Pisek (1958) und Kohn (1959) iiber die Rinde diesjahriger 
Zweige mehrerer Apfelsorten im Vergleich mit der Rinde dlterer Zweige 
aussagen, gilt sinngemaf fiir Holz und Kambium beider unserer Versuchs- 
arten. 

Abb. 5 bringt eine typische Kurve fiir Birnenkambium. Im Hochwinter 
erreicht kein Gewebe der heurigen Triebe gleich hohe Resistenz wie das 
entsprechende Gewebe in den alteren Jahrgangen. Erst in ihrem ersten Win- 
ter scheinen sie unter dem Einfluf der Kalte allmahlich volle Widerstands- 
fahigkeit zu erwerben. 

Im folgenden betreffen alle Frostharteangaben 
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Zweigjahrginge, die vor dem Versuchswinter wenig- 
stens einmal tiberwintert hatten. 


3. Die Frosthairte von Holzkérper, Kambium und Rinde zu verschiedenen 
Jahreszeiten 


Zur Zeit der ersten Reihenuntersuchungen am 30, August 1957 ging 
gerade ein unerfreulich verregneter und kalter Sommer in einen anfangs 
ebenfalls kiihlen und niederschlagsreichen Herbst iiber. Die Baume waren 
voll belaubt, der Birnbaum trug Friichte, der ,,Gravensteiner“ hatte 1957 
nichts angesetzt. Die ungiinstige Sommerwitterung hatte zweifellos wenig- 
stens beim ,,Gravensieiner“ die Reifung des diesjahrigen Sprofzuwachses 
verlangsamt. 

Die Zweige waren sommerlich frostempfindlich. 

Bei beiden Obstarten, deutlicher als beim Apfel ,,Gravensteiner* jedoch 
bei der ,Speckbirne*, lieRen sich die einzelnen Achsengewebe, namlich 
Parenchym und Markstrahlen des Holzkérpers (nachfolgend einfach als 
»Holz* bezeichnet), Kambium, diesjahriger Zuwachs an sekundirer Rinde, 
altere (vor 1—4 Jahren gebildete) sekundare Rinde und das Parenchym 
der primaren Rinde, nach ihrer spezifischen Frostharte stufen: Die primare 
Rinde und die dlteren Auffenlagen der sekundiaren Rinde wurden bei 
sinkender Temperatur ziemlich gemeinsam zuerst (bei —8°C) geschadigt. 
Rund 5 bis 6 Grad unter der Temperatur, der empfindlichen Rindenparen- 
chym die ersten Zellgruppen, meist an der Grenze zwischen primarer und 
sekundarer Rinde (das genaue Schadenbild beschreibt P is e k 1958), erlagen, 
gehen Zellgruppen im Neuzuwachs der sekundiren Rinde und im Kambium 
zugrunde. Bei — 13° bis — 14°C beim Apfel und bei — 17°C bei der Birne 
erfrieren auch diese Gewebe zur Ganze. Nur der Holzkérper lebt noch in 
seiner Gesamtheit. Im Markparenchym sind vereinzelte Zellen abgestorben 
(erster Schaden im Mark um — 14°C bei Apfel, — 16°C bei Birne). Im 
Schnitt sind Holzparenchym und Markstrahlen im Holzkérper durch For- 
mazan tiefrot gefarbt, wodurch sich das lebende Holz scharf gegen den 
hell gebliebenen toten Kambiumring und die anschlieRende gelbliche, eben- 
falls helle jiingste sekundare Rinde abgrenzt. Die Rindenstrahlen und die 
Zellen der alteren Rinde, vor allem aber die der primaren Rinde sind mit 
schwarz- bis rotbraunen Massen gefiillt. Unter — 14° C (Apfel) bzw. — 18° C 
(Birne) stellen sich auch im Holz Schiden ein, bei — 17°C (Apfel) bzw. 
— 21°C (Birne) ist das Holz tot. 

Erste Fréste am Anfang und Ende des sonnigen aber kalten Oktobers 
bereiteten die Baume auf den Laubfall vor, der vor dem nachsten Unter- 
suchungstermin (8. November) bereits vollzogen war. Alle Gewebe werden 
jetzt allmahlich frostharter (Abb. 6). Am langsamsten lauft die Umstellung 
zum Winterzustand noch im Holzkérper an, der dadurch vom ehemals 
resistentesten Sprofteil zum empfindlichsten wird. 

So ergeben sich bei Apfel Schadensbilder, die, was Reihung der ein- 
zelnen Teile der Sprofachse nach ihrer spezifischen Frostempfindlichkeit 
betrifft, schon ganz denen im Hochwinter entsprechen. Am empfindlichsten 
ist das Holz, es folgen primare und Altere sekundire Rinde; gréfte Frost- 
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Abb. 6. Frosthairte der einzelnen Achsengewebe ein- bis viermal iiberwinterter 

Sprosse der Birnensorte ..Speckbirne“ und der Apfelsorte ,Gravensteiner“: Kraftig 

ausgezogen: Kambium; dicke unterbrochene Linie: Holzkérper; diinne Linien: 

Sekundare Rinde (unterbrochen: Jiingster Zuwachs an sekundarer Rinde; ausge- 

zogen: Altere sekundire Rinde). Die Resistenz der primaren Rinde entspricht im 

wesentlichen jener der alteren sekundaren. — Dariiber die taglichen Temperatur- 
extreme der meteorologischen Station Innsbruck-Stadt. 
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resistenz zeichnet Kambium und die zuletzt ausgebildeten Anteile der 
sekundiren Rinde aus. Im Schnitt durch Apfelzweige, die Frost von 
— 25°C ausgesetzt worden waren, scheidet nach TTC-Behandlung ein brei- 
ier roter Giirtel — das lebende Kambium mit der jiingsten sekundaren 
Rinde — den elfenbeinweiff gebliebenen toten Holzkérper von der braun 
verfarbten ebenfalls toten Aufenrinde. 

Fiir Birne gilt im wesentlichen dasselbe, nur liegen die kritischen Werte 
fiir ihre verschiedenen Gewebesorten im Vorwinter noch eng beisammen, 
so daB es vorkommt, daf z. B. in dem einem Priifstiick nach Kaltebehand- 
lung auf — 29°C nur mehr die jiingste sekundare Rinde lebt, in einem 
anderen Zweig nur mehr das jiingste Holz, im dritten wieder nur Kambium 
und Neuzuwachs an sekundarer Rinde, alles Anzeichen, daB die Umstellung 
auf den Winterzustand in vollem Gange ist. 

Die Untersuchung im Dezembertermin ergab weitere Frosthartezunahme 
in allen Geweben, vor allem auch im Holz. 

Auf den sonnigen Dezember folgt anfangs Januar eine Serie von Eis- 
tagen mit Minima bis — 10°C und nachher um den 12. Januar kraftige 
Kaltluftadvektion aus Norden. Das Jahresminimum der Lufttemperatur 
(— 16°C) fallt auf den 22. Januar, einen Tag nach der Entnahme der 
Januarproben. Die Zweige stehen auf dem Héhepunkt ihrer Frostabhartung. 

Das Holz der Apfelzweige vertrigt ungeschadigt — 30°C, das der 
Birnenzweige — 33°C. Bei —35°C (Apfel) und — 36°C (Birne) ist das 
Holz tot. Primire und dltere sekundare Rinde halten bei Apfel 1—2 Grad, 
bei Birne 3—4 Grad mehr aus. Am resistentesten sind wieder Kambium 
und die im letzten Jahr ausgebildete sekundire Rinde; Temperaturen iiber 
—33°C (,,Gravensteiner*) und —38°C (,Speckbirne*) kénnen ihnen 
nichts anhaben und bis — 40°C (Apfel) bzw. — 45°C (Birne) sind immer 
noch einzelne Zellgruppen am Leben. 


Den Praktiker mag iiberraschen, daf die ,,Speckbirne“ soviel frostharter ist als 
der Apfel ,Gravensteiner“, gilt doch Apfel nach den Erfahrungen im Obstbau als 
die gegen Winterfrost widerstandsfahigere Kernobstart. Man bedenke aber, da 
im vorliegenden Fall eine der frostempfindlichsten Apfelsorten mit einer extrem 
winterharten Birnensorte verglichen wird. 


Der Einbruch maritimer Luftmassen setzt in den ersten Februartagen 
den strengen Frésten ein Ende. Féhnige Erwarmung stellt sich ein, der die 
erste Februarhalfie frostfreie Nachte und iiberdurchschnittliche Tages- 
temperaturen (Tagesmittel bei +6 bis + 7°C, Maxima zwischen + 12 und 
+15°C) verdankt. 

Die warmen Wochen vor der Probenentnahme fiir den Februarversuch 
(22. Februar) machen sich bei der Birne im Riickgang der Frostharte von 
Rinde und Kambium bemerkbar. Das Holz lie8® sich weniger dazu ver- 
leiten, desgleichen alle Achsengewebe der Apfelzweige. Offenbar lat sich 
der Plasmazustand, der die Hihe der Kalteresistenz bedingt, bei der Apfel- 
sorte ,,Gravensteiner“ weniger leicht durch Umweltfaktoren umstimmen als 
bei der ,Speckbirne*. Dariiber hinaus erweisen sich innerhalb derselben 
Art die Zellen des Holzkérpers als resistenzstabiler [im Sinne von Pisek 
und Schie®#] (1947) und Pisek (1950)| im Gegensatz zu Kambium und 
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Lindengeweben, deren Resistenz besonders bei der Birne wesentlich leichter 
durch Aufeneinfliisse gesteuert wird. 

Fast noch klarer als im Februar zeigt sich die unterschiedliche Beein- 
flu@barkeit der Frostharte gegen Ende der zweiten Miarzdekade. Die ganze 
zweite Februarhalfte und der Marz waren winterlich kalt, Kambium und 
Rinde der Birnenzweige bleiben frosthart wie im Februar. Das Holz der 
Birnenzweige aber und alle Achsengewebe des ,,Gravensteiner“ verlassen. 
kaum behindert durch das zahlebige Winterende, allmahlich ihr hohes 
Frostharteniveau. Auch der Ausfall der TTC-Reaktion weist darauf hin, 
daf sich das Kambium bereits in angeregtem Zustand befindet: Es farbt 
sich intensiver rot an als im Winter und seine Farbung reicht etliche Milli- 
meter tiefer in das Probeninnere als die Farbung in den iibrigen Geweben. 

Ein Fohneinbruch am 25. Marz bringt warmes Friihlingswetter und be- 
schlieRt die winterliche Frostperiode, die Nullgradlinie wird durch die 
Lufttemperatur spater nicht mehr wesentlich unterschritten. Anfangs April 
sind die Knospen bei Apfel und Birne stark angeschwollen, um den 
9. April éffnen sie sich apikal (Mausohrstadium). 

Am 25, April (Probenentnahme) haben beide Obstarien ihre hohe Win- 
terresistenz weitgehend eingebiift. Bei der Birne, die im Austrieb dem 
Apfel voran ist, hat sich bereits die fiir die Haupttriebperiode charakteri- 
stische Reihung in der Frostresistenz der einzelnen Achsengewebe einge- 
stellt. Das Kambium erfriert leichter als die Rinde, sogar vor der jiingsten 
sekundiren Rinde, und vor allem schneller als das Holz, und es geht nach 
Unterschreiten der kritischen Temperaturschwelle, die den ersten Scha- 
den“ setzt (— 14°C), gleich in seiner Gesamtheit zugrunde. 

Auch in den Apfelzweigen gibt das Kambium seine Frosthirte rascher 
auf als alle anderen Gewebe, die fiir den Friihjahrsaustrieb charakteristische 
Differenzierung der Gewebe nach ihrem Frosthartegrad zieht sich aber 
ebenso wie Laubentfaltung und Bliihen iiber einen gréReren Zeitraum 
hinaus als bei Birne. Sie wird erst im Maiversuch (12. Mai) erkennbar. Das 
Kambium der Apfelzweige, seit Wochen in reger Teilungstatigkeit, ist der 
empfindlichste Teil der Sprosse, die Rinde, besonders auch die jiingste sekun- 
dare Rinde, ist eben merklich resistenter. Das Holz bleibt bei Abkiihlung 
bis auf —8°C heil, waihrend alle anderen Gewebe im Mai — 7°C nicht 
mehr iiberleben. Der ,,Gravensteiner* steht nun in voller Bliite. 

Der Birnbaum hatie schon in den letzten Apriltagen seine Bliiten ge- 
offnet, Mitte Mai tragt er bereits haselnu&grofe Fruchtansiaize. 

Die Frostschadenverteilung in den Birnenzweigen deutet den allmah- 
lichen Ubergang von der Friihjahrstriebperiode zum Sommerzustand an. 
Die Reihung nach absteigender Frostempfindlichkeit lautet wie im August: 
Rinde, Kambium, Holz. 


C. Besprechung der Ergebnisse 


Somit ergeben sich je nach dem Grad der Aktionsbereitschaft drei charak- 
teristische Verteilungsmuster der Frostschaden im Zweig, eines fiir das Sta- 
dium der Winierruhe, eines fiir die Haupttriebperiode und eines bei Trieb- 


abschluB (Tab. 2). 
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Im Winter sind Mark und Holzkérper die empfindlichsten, Kambium 
und der anschlieRende letzte Zuwachs an sekundiarer Rinde die frost- 
resistentesten Achsengewebe. Die altere sekundire und die primire Rinde 
nehmen die Mitte ein. 

Vor Einsetzen des Friihjahrstriebes geht mit dem Erwerb der 
Aktionsbereitschaft die Frostharte im Kambium rascher zuriick als in den 
iibrigen Teilen des Sprosses. Rege sich teilendes Kambium im Friihjahr 
ist héchst kalteempfindlich; es erfriert vor Rinde und Holz, die beide eben- 
falls zur Bliitezeit das Jahresminimum ihrer Frosthirte erreichen. 


Tabelle 2 





Frostempfindlichstes Frostresistentestes 
Achsengewebe Achsengewebe 





WIIG. 6 sg Si 3 Mark, Holzkérper Kambium, letztjahriger 
Zuwachs an sekundarer 


Frihjahrsaustrieb . . . . | Kambium Holzkérper 


Nach TriebabschluB .. . | Rinde, v. a. prim. | Holzkérper 
| u. altere sekundire Rinde 

Nach Triebabschl1lu8 wadhbst in allen Achsenteilen die Frostharte 
eben merklich an, am auffalligsten im Kambium, dessen Tatigkeit im Laufe 
des Sommers langsam erlahmt, aber auch in Holz und Rinde. Dort spielt 
zweifellos die Abnahme des Wassergehalts in den Geweben eine Rolle, die 
nach Bestimmungen von Bakke (zit. bi Ke mmer und Schulz 1955, 
S. 43) gleich nach der Bliite beginnt. Bakke bestimmte den relativen 
Wassergehalt von Zweigen 17 verschiedener Apfelsorten im Verlauf des 
Jahres und fand als Mittelwerte wahrend der Bliite 64,2% Feuchtigkeit, 
im Sommer 58,0%, bei Triebabschlu® 52,6% und wahrend der Winterruhe 
45,8% Feuchtigkeit. 

Ende August erleidet am leichtesten die primare Rinde, dann auch die 
sekundare Rinde Frostschaden, spater das Kambium und zum Schluf der 
Holzkorper. 


Unsere Befunde stimmen gut mit den verschiedenen, vereinzelten An- 
gaben, z. T. auch iiber andere Holzgewiachse, in der Literatur iiberein. Die 
meisten von ihnen betreffen selbstverstandlich Zweige im Zustand der 
Winterruhe. Nach Chandler (1913, zit. bei Kobe] 1954) ist in gut aus- 
gereiften Zweigen das Holzparenchym der jiingsten Jahrringe am empfind- 
lichsten, das Kambium am widerstandsfahigsten. Ol dén (1955) frostete 
kiinstlich di- und hexaploide Pflaumenbaume anfangs Dezember und 
Ende Januar. Die Schiden wurden auf Grund von Braunungen beurteilt. 
Das Holz zeigte immer starkste Schaden, und zwar das Holzparenchym 
starkere als die Markstrahlen im Holzkérper, dann folgte die Rinde, 
am resistentesten war das Kambium. Erste Schaden im primaren Rin- 
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denparenchym und in der Umgebung der Baststrange an der Grenze zwi- 
schen primarer und sekundirer Rinde treten sehr friih auf. Sakai 
(1955) frostete im Winter Zweige von Morus bombycis, Populus Sie- 
boldi, Salix Koriyanagi und Rosa multiflora und fand Schiaden (Ver- 
firbung) zuerst im jiingsten Holzzuwachs und an der Holz-Mark-Grenze. 
Spater erfriert das iibrige Holz und das Mark. Rindengewebe war immer 
frosthirter als Holz und Mark. Kemmer und Schulz (1955) versuchen 
eine Gliederung der einzelnen Gewebe nach ihrer Empfindlichkeit, ,soweit 
das méglich ist“ (S. 48), wobei die unterschiedliche Frostempfindlichkeit 
der einzelnen Gewebe in den verschiedenen Zeitabschnitten des Winters 
beriicksichtigt wird. Im Vorwinter ist das Splintholz am anfialligsten, bei 
voller Winterruhe sind es wiederum ,,Holz“ und Mark, noch mehr aber die 
Markbriicken zur Knospenbasis. Die Rinde, besonders die dem Kambium 
zuniachstliegenden Rindenschichten, und das Kambium besitzen gréfte 
Widerstandsfiahigkeit. 


Die genaue Kenntnis der abgestuften Frostempfindlichkeit der einzelnen Ge- 
webe und ihres Wechsels im Ubergang von Winterruhe zur Aktionsbereitschaft ist 
wichtig fiir die Prognose der Ausheilung von Teilschaéden. Im Stadium tiefer Ruhe 
werden Holz, primaire Rinde und die peripheren Lagen der sekundéren Rinde auch 
ausgedehnte Schiden erleiden kénnen, ohne daf das Kambium und die anliegende 
jiingste sekundire Rinde davon betroffen sind. Im Friihjahr wird dann vom intakt 
gebliebenen Kambium aus das zugrunde gegangene Gewebe wieder durch neues 
ersetzt. Ist der Ruhezustand aber einmal aufgehoben, in unserem Fall ab Mitte 
Marz, so kann man nach Erfrieren ausgedehnterer Bereiche in der sekundaren 
Rinde oder gar nach Auftreten von Schaden im Holz keine nennenswerte Restitution 
durch das Kambium erwarten. 


Die fiir die jeweilige Jahreszeit charakteristische und im Vegetations- 
ablauf wechselnde Frostschadenverteilung im Zweig ist im wesentlichen 
die Folge des ungleichen Jahresganges der Frostharte der verschiedenen 
Gewebe im Zweig. Nach Art und Ausmaf der Jahresschwankungen der 
Kalteresistenz lassen sich die einzelnen Achsengewebe gruppieren: 

1. Holzkérper und, soweit aus einigen Einzelbeobachtungen zu ent- 
nehmen ist, Mark. 

2. Kambium und jiingste sekundare Rinde, die beiden stoffwechsel- 
aktivsten Gewebe der Sproftachse. 

3. Altere sekundire und primire Rinde. 

Den flachsten Jahresgang der Frostharte weist innerhalb eines Zweiges 
das H olz auf. Immerhin ist selbst das Holz im Januar um 22 Grad (Apfel) 
bis 23 Grad (Birne) resistenter als im Mai, wenn man jene Temperaturen 
fiir den Vergleich heranzieht, die noch ohne merkbaren Schaden vertragen 
werden. Kambium und Rinde machen eine starker ausladende Jahres- 
schwankung mit, das Kambium und die jiingste sekundire Rinde mit einer 
Jahresamplitude von 29 Grad (Apfel) bis 31 Grad (Birne} eben erkennbar 
stirker als die primare und dltere sekundire Rinde. 

Feinere Periodenunterschiede im Kurvenverlauf der einzelnen Gewebe- 
arten bei annahernd gleicher Amplitude diirften teils endogen bedingt sein, 
teils durch verschiedene Ansprechbarkeit auf Klimaeinfliisse zustande kom- 
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men. Zweifellos von innen her eingeleitet ist die friihzeitige Aufhebung des 
Ruhezustandes im Kambium. Vom Zeitpunkt des Februarversuchs an ver- 
liert das Kambium merklich rascher seine Frosthiarte als alle anderen Ge- 
webe, selbst als die anstoRenden Lagen der sekundiaren Rinde, die sich den 
ganzen Winter hindurch in ihrer Resistenz nicht vom Kambium unter- 
schieden hatten. Die gewebespezifische Beeinflufbarkeit des Frostharte- 
rhythmus durch das Temperaturklima demonstrieren bestens die Februar- 
und Miarzwerie in der Resistenzkurve der ,Speckbirne* (Abb. 6). Danach 
reagieren auf Warmwetter (anfangs Februar) ebenso wie auf Kalteperioden 
(Ende Februar bis Ende Marz) am empfindlichsten Rinde und Kambium, 
die Rinde eher stairker, als das Kambium. Der Gang der Holzfrostharte 
wird durch den Witterungscharakter kaum gest6rt. 

Die Zweige der Apfelsorte ,,Gravensteiner* sind als Ganzes gegen Tem- 
peraturspriinge viel weniger sensibel als die der ,Speckbirne*. 

Die Rinde, und zwar gleichgiiltig ob primaire oder sekundare Rinde, ist 
daher das gegebene Gewebe, um die klimatische Beeinflu@barkeit der Frost- 
harte von Zweigen verschiedener Obstarten oder -sorten zu priifen. Nach 
Pisek (1958) und Kohn (1959) ist die spezifische Stabilitat der Resistenz 
neben dem absoluten Héchstwert der Frosthirte das wichtigste Merkmal 
in der Beurteilung der Winterfrostanfalligkeit einer Obstsorte. 


Zusammenfassung 


Ein- bis fiinfjahrige Triebstiicke von je einem erwachsenen Baum der 
warmeliebenden Apfelsorte ,,.Gravensteiner“ und der robusten Birnensorte 
ospeckbirne* wurden von Ende August 1957 bis zum Abbliihen Mitte 
Mai 1958 mehrmals experimentell auf ihre Frostresistenz gepriift. 

Die Frostschaden lieBen sich nach Einlegen der Priifstiicke in 1%ige 
gepufferte TTC-Lésung in allen Geweben, besonders auch im Kambium., 
eindeutig nachweisen und unter dem Mikroskop streng lokalisieren. Le- 
bende Zellen reduzieren das farblose TTC zu unléslichem, rotem Formazan 
und speichern es, tote Zellen bleiben ungefarbt. Im Zuge der Untersuchun- 
gen erweisen sich schwarz- oder rotbraune Verfarbungen nur im Rinden- 
gewebe, in den Markstrahlen und im Markparenchym als zuverlissige 
Schadensanzeichen, wogegen braun verfarbtes Kambium und Holz nicht 
immer erfroren, unverfarbtes Kambium nicht immer gesund war. 

Alle Gewebe im Zweig machen eine Jahresschwankung ihrer Frostharte 
zwischen maximaler Resistenz im Hochwinter und geringster zur Zeit der 
Bliite mit (siehe Abb. 6). Den relativ flachsten Jahresgang der Frostharte 
weisen Markstahl- und Holzparenchym auf, der Holzkérper erleidet in- 
folgedessen im Hochwinter von allen Teilen des Zweiges am leichtesten 
Frostschiden. Das Kambium und der jiingste Zuwachs an sekundirer Rinde 
sind wihrend der Winterruhe die resistentesten Achsengewebe, die altere 
sekundire Rinde und das primare Rindenparenchym nehmen in ihrer 
Winterfrostharte eine Miitelstellung zwischen Kambium und Holz ein, 

Noch bevor im zeitigen Friihjahr die Knospen schwellen, verlassen alle 
Achsengewebe ihr hohes Frostharteniveau und zwar am raschesten das 
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Kambium. Zur Bliitezeit ist im Gegensatz zum Winter das Kambium das 
frostempfindlichste Gewebe, der Holzkérper der widerstandsfahigste Sprok- 
teil. Der Holzkérper bleibt dies den ganzen Sommer hindurch. 

Nach Abschluf des Friihjahrsaustriebes steigt im Kambium die Kialte- 
resistenz um weniges wieder an, die Rinde ist nunmehr die frostanfalligste 
Stelle im Zweig. 

Das Temperaturklima beeinflu&t den augenblicklichen Resistenzgrad 
und damit den Verlauf der Resistenzkurve von Kambium und vor allem 
von Rinde stiarker als den sehr viel inharenteren des Holzkérpers. 
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Part 1—Energy Levels 


During the course of evolution, a cell becomes adapied to a definite 
environment and grows normally in that environment. Every organ has 
been produced throughout the ages by a gradual evolution under conditions 
normal for that organism. The growth pattern proceeds according to the 
reaction of the enzyme systems which regulate each step in the course of 
development. The cells attain definite sequences of events as development 
progresses and changes in form and function occur. These changes depend 
upon the production of various biochemically important products and 
enzymes responsible for the activation of these definite steps. Cell growth 
is so oriented that successive steps follow each other according to a definite 
pattern. 

It requires definite energy relations to produce definite structures in the 
cell. This energy is dependent upon oxidation-reduction potentials pre- 
sent and the potential at which place in the redox scale energy is released. 
The redox potential and energy production are interdependent. The 
energy level, expressed as redox potential is the limiting factor in deter- 
mining the various steps in the growth of tissues and structures. These 
energy levels are presented on the scale of metabolism by the various 
enzyme systems and their maximum activation at definite redox potentials. 
They are the steps that raise the redox potential to the highest level of 
energy production in cells by which molecular oxygen is activated. It can 
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therefore be readily seen that any hindrance at any level of the redox scale 
will reduce the potential to a more negative value and thereby decrease the 
energy release necessary for further oxidation. 

For example, by interfering with the rate of electron exchange in the 
cytochrome oxidase region, the ratio of oxidants to reductants is decreased 
and the metabolism proceeds at a reduced rate. This lowers the energy 
level and prevents the normal sequence of growth. On the other hand, if 
a reagent is used which interferes with the hydrogen exchange in the 
negative region of the redox scale so that it cannot be activated and carried 
on to the regions where it combines with oxygen to produce water, there 
is an increase in the ratio of reductants over oxidants and the potential 
becomes negative. In either case the redox potential becomes more negative 
through the inhibition of cytochrome oxidase region or at the hydrogen- 
transport end of the scale. The final result is the same, though caused by 
different reagents, and a more negative potential is produced. Any inhi- 
bition at any level of the chain of enzyme activity, will produce a negative 
potential and a decrease in energy production. 

Different tissues and different regions of cells have different redox 
potentials which change during growth. When conditions become abnormal 
through any cause, the next step in the cycle of growth cannot be produced 
and the cell remains in an undeveloped state, caused by a lowering of the 
energy level. Factors which lower this level are various. They include 
any injury which interferes with the normal activation of oxygen by the 
enzymes. Injury may be caused by such factors as viruses, pathogenic 
bacteria, hydrocarbons and other poisonous atmospheric conditions. They 
all inhibit normal enzyme reactions, lower the rate of metabolism and the 
consequent energy level in cells. 

It is for this reason that abnormal growth occurs since differentiation 
for further development requires an exact redox potential. When cells 
have been deprived of their normal environment they cannot differentiate 
and can only survive at a lower energy level. Any deviation which persists 
and cannot be repaired by the inherent mechanism of the cell itself will 
come under this heading of reduced energy production. 

A number of chemically unrelated reagents have been known for a long 
time to produce an abnormal change in the development of certain sea 
urchin larvae. In these experiments the gut of the blastula grows outwards 
instead of inwards and is known as exogastrulation. At the same time no 
skeleton structures appear nor any further differentiation of cells occurs. 
This form was first produced by Herbst (1893) with lithium solutions. 

In a resume of the subject Brooks (1959) showed that these different 
reagents could be classified under one heading as a master reaction, namely 
the production of an abnormal negative redox potential. It was shown 
that the final effect of the use of these various reagents was the same, an 
unbalance of the metabolism, but that this took place at different levels 
of energy production on the scale of oxidation-reductions, in that each 
reagent previously described inhibits one of the reversible enzyme systems, 
thereby affecting the whole process of metabolism. As a consequence those 
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structures which depend for their formation and growth on a more positive 
energy requirement and higher potential cannot be produced and only 
those which have reduced energy levels can be formed. The inhibition of 
any of the enzyme systems on the redox scale results in insufficient energy 
to activate the normal concentration of oxygen by the cytochrome oxidase 
enzyme systems. The normal process is delicately balanced in cell respira- 
tion by the reversible electron exchange and activated hydrogen transport, 
so that if one of these enzyme systems is inhibited, all of them will be 
affected. This results in a lowered energy production and a more negative 
redox potential. 
Table 1. 
Oxidation-reduction Potentials of Enzymes of the Respiratory systems. (After 
Chance and Williams, 1956.) 


Couple Ep in volis at pH 7.9 
Oxygen + .815 
Cytochrome a + .290 
Cytochrome c + .260 
Cytochrome b 0.—.— .040 
Succinic dehydrogenase — .015 at pH 6.9 
Flavo protein — .060 
Pyridine nucleotide — .320 


Oxidation-reduction Potentials of Certain Pertinent Reagents. (After Brooks and 
Brooks, 1941.) 


Reagent Ep 


KCN in various concentrations — .1737 to — .3090 
Glucose at pH 7.5 — .198 


In a normal cell the energy level is so balanced that slight differences in 
potential will not have a great effect. However certain structures in the 
cell can be produced only at a definite energy level, which appears in the 
course of cell growth. If this is lacking the structure does not appear. An 
example of this shown by Child (1953) that the mesenchyme cells of the 
sea urchin larva were at a more positive redox potential than those of the 
surrounding regions at a certain stage of development of the blastula. 
These cells form the gut normally which invaginates and the skeleton 
structures appear. However on lowering the potential by reducing reagents 
which produce a negative redox potential, the mesenchyme cells either do 
not form, or having formed disappear again and the gut does not invaginate 
but merely grows outwards and forms what is known as exogastrulation. 
There is no further development of the larva under these conditions and 
disintegration finally results. 

In the same way, if a potential is produced which is more positive than 
normal, oxidants will predominate over reductants and only those struc- 
tures which can be produced at the higher energy levels will be formed. 

In brief, a definite redox potential is necessary for normal growth. This 
changes with the growth of the cell as the ratio of oxidants to reductants. 
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is changed in either direction by the inhibition of the enzyme systems at 
any place on the redox scale, the rate of oxygen consumption will be 
decreased and abnormal potentials will result. In such cases, those growth 
processes requiring definite potentials will not be able to exist. 


Part 2—Auxin as a Reducing Reagent 


Among these reagents described, is the growth promoting substance, 
used in plants, called auxin, which is a generic term for the group. They 
are organic compounds other than nutrients which in small amounts modify 
growth through alteration of physiological processes (G ord on 1954). The 
interesting thing in connection with auxin is, that it also produces exo- 
gastrula when used with certain sea urchin larvae as found by Motomura 
(1934). Brooks (1959) showed that exogastrula were caused by the pro- 
duction of a more negative redox potential since these reagents studied act 
asreducing reagents. It was therefore thought of interest to see if 
auxin also acts as a reducing reagent and would produce its activity through 
a negative redox potential. 

By noting which enzyme systems are activated or inhibited by auxin, it 
is possible to determine the approximate region on the redox scale where 
it has its maximum activity. In the various publications by others cer- 
tain definite leads are given. The cytochrome region of the redox scale 
(Table 1) is too positive, while concentrated solutions of KCN are too 
negative. The details follow. 


Inhibitors and activators of Auxin 


There is a direct relation between rate of oxygen consumption of or- 
ganisms and the redox potential. As the potential becomes more positive, 
the rate of oxygen consumption is increased within certain limits (Barron 
1929). The opposite is true when the rate is decreased, so that enzymes 
poised at a more negative region of the scale are inhibited by reagents 
having a more positive potential. This occurs when the rate of auxin 
transport or auxin concentration is decreased by such reagents which stimu- 
late respiration. Among these reagents are included molecular oxygen 
which inactivates auxin (Bonner 1957) certain oxidases such as peroxi- 
dase, and by dinitrophenol which stimulates respiration (Niedergang- 
Kamien and Leopold 1957) and by cytochrome C (Ray 1958) which 
stimulates respiration. 

On the other hand reagents whose activity is in the negative region of 
the redox scale will have the opposite effect on the rate of oxygen con- 
sumption and on auxin concentration. An example is glucose, a reducing 
reagent which decreases oxygen consumption but trebles auxin concentra- 
tion (Aberg 1957). Bonner (1957) used one reagent in the positive 
region of the redox scale to counteract a reagent in the negative region. He 
found that inactivation by molecular oxygen could be counteracted by 
KCN. This produced an intermediate range of activity, so that auxin be- 
came active. Niedergang-Kamien and Leopold (1957) state that 
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dinitrophenol strongly inhibits auxin transport at concentrations of 10—+ 
in the sun-flower stem sections, while respiration is promoted at these con- 
centrations, thus indicating that the potential is too positive for auxin 
activity. A change from air to pure oxygen increased the rate of oxygen 
consumption and lowered the auxin content. 

On the other hand, those reagents which produce a negative redox 
potential will decrease the rate of oxygen consumption. Among these is 
KCN which inhibits oxygen consumption but produces no effect on auxin 
activity or even a slight stimulation. This was found by Aberg (1957) 
who showed that in dilute concentrations of KCN, the oxygen consump- 
tion was decreased by 60% but that the auxin content was never decreased 
but sometimes increased. However in more concentrated solutions of 
KCN both respiration and auxin production were inhibited. In the latter 
case, the negative potential was too low for the activity of auxin. See 
Table 1. Aberg also found that glucose which is a reducing reagent, inhi- 
bits oxygen consumption but trebles that of auxin content. See Table 1, 
which gives the potential for glucose. This also explains why the addition 
of sucrose increases the concentration of auxin as illustrated in certain 
sections of oat seedlings by Nitsch (1956) since sucrose is split to glucose 
in the process of metabolism. 

These experiments show that the positive region of the redox scale in- 
activates auxin; that it is active in the negative region; that the optimum 
activity or even a slight stimulation. This was found by Aberg (1957) 

The effect of auxin is different in the three divisions of the plant. 


Shoots and auxin 


When auxin is applied to shoots there is an elongation of the shoot. If 
we consider that auxin produces its effect through a negative redox poten- 
tial, we must conclude that the normal redox potential at which the shoot 
grows is at a more positive level. This may be explained by the effect 
of light which has a high energy level and therefore produces a positive 
redox potential. 

Green plants liberate oxygen through the process of photosynthesis. 
However auxin is inactivated by molecular oxygen as previously discussed. 
This is important for one factor in explaining why green plants produce 
longer shoots in the dark than in the light since auxin normally produced 
by the plant, is not inactivated in the absence of photosynthesis. 

When auxin is added to shoots in the light in concentrated applications 
as practiced by the various experimental procedures, the oxygen produced 
by photosynthesis is not of a sufficient concentration to inactivate all of the 
auxin and therefore can lower the redox potential at the region of growth 
sufficiently to increase its rate of growth. 


Roots and auxin 


Auxin in the root has a different effect than in the shoot. It inhibits root 
elongation (Went and Thimann 1937). An interesting correlation is 
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found between sea urchin larvae and plants when grown in solutions without 
calcium. In the former case Dan and Okazaki (1956) found that exo- 
gastrula were produced in the absence of calcium solutions. Whereas 
Wain and Wightman (1956) found that absence of calcium promotes 
root elongation. 

Calcium is essential for the activation of succinic dehydrogenase en- 
zyme, one of the main steps in the scale of metabolism (Ahl gren, Pot- 
ter, and Elvehjem, 1942). In the absence of calcium this essential link 
in the respiratory chain is inactivated, thereby producing the same result 
as is found by the other reagents described by Brooks (1959). The inacti- 
vation of one step in the link inactivates the whole remaining steps, thereby 
producing reductants in greater concentrations so that the redox potential 
becomes more negative. 

In normal solutions auxins inhibit root elongation. However when cal- 
cium is added in low concentrations or is absent auxins promote root elon- 
gation (Wainand Wightman 1956). The presence of calcium produces 
a potential too positive for auxin activity. Absence of calcium lowers the 
redox potential as described above and promotes root elongation. This is 
further evidence that auxin activity is in the negative region of the redox 
scale. 

In the case of roots there is no photosynthesis to encounter under normal 
conditions. The root system is already at a more negative potential owing 
to the lower energy level in the absence of light. However, from the above 
experiments already indicated, the potential at which normal roots grow 
is not sufficiently correct for maximum activity. In this connection the 
addition of sugar solutions which produce a negative potential, when added 
to certain roots, will increase the activity of auxin and the rate of root 
elongation. One can conclude that the potential at which roots normally 
grow is too positive for maximum auxin activity. 


Flowering and auxin 


Bud formation is produced in sunlight at a higher energy level and 
therefore at a more positive redox potential. Auxin would therefore nor- 
mally hinder bud formation because of its negative potential. This is 
illustrated by certain experiments such as those of Turkova (1955) who 
showed that high doses of heteroauxin when added to bud formation retards 
flowering. Oxidizing agents counteract these effects. It is therefore evi- 
dent that the energy level for flowering is at a more positive potential, as 
is also indicated by the effect of sunlight on production of blossoms. 


Summary 


The three different regions of a plant can be classified as consisting of 
three different energy levels. The highest is that of the flower production, 
then the shoot and lastly the root. The effect of the use of auxin on these 
three levels is described. The master reaction in these three levels is con- 
trol of the correct oxidation-reduction potential When auxin is used, it 


Protoplasma, Bd. LI/4 43 





626 Matilda Moldenhauer Brooks 


produces different results in these three parts of the plant, thereby illustrat- 
ing that they require different redox potentials for maximum growth. 

The activity of auxin is best in the negative region of the redox poten- 
tial scale as described in the previous pages so that only those regions 
which can maintain adequate growth at a lower redox potential, are acceler- 
ated in their rate of growth by the addition of auxin. 

It was found by others that auxin gives the same reactions as other 
chemically unrelated reagents when applied to the development of sea 
urchin larvae, by which exogastrula are produced. These reagents have 
been shown by Brocks (1959) to be reducing reagents, thereby producing 
a negative redox potential. It was therefore undertaken to demonstrate 
that auxin also acts as a reducing reagent and would come in the category 
of the others investigated. 

By ascertaining what reagents either inhibit or activate the activity of 
auxin, it was found that it becomes activated at a negative redox potential 
and approximately in the region of — .1737 to — .198 volts. 

The interrelation of the various enzyme systems at different stages of 
development with reference to each other is the important factor in normal 
growth. Any change in the ratio of oxidants to reductants of any one enzyme 
system in the respiratory cycle will upset the whole normal balance. A 
study of living material is important for further knowledge of the life 
processes as they react under both normal and abnormal conditions. 


Conclusion 


The action of auxin when used on plant growth is explained. Auxin 
becomes activated and has its maximum activity in the negative region 
of the oxidation reduction scale, with an approximate redox potential in 
the vicinity of — .1737 to — .198 volts at pH 7.0. 

This analysis also accounts for the reason auxin produces exogastrula 
in sea urchin larvae which resemble those produced by lithium and other 
reducing reagents. It can therefore be classified as a reducing reagent in 
experiments on cell growth. 
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Part 3—Tobacco Smoke as a Reducing Reagent, and its 
Application to the Cancer Problem 


It has already been shown in the preceding pages that when certain 
marine eggs are subjected to a series of chemically unrelated reagents. 
these can be classified as reducing reagents, and that they will all produce 
the same result, an abnormal growth development. The striking fact that 
tobacco smoke produces the abnormal development in these larvae illus- 
trates that they all react through the same master reaction. This has been 
previously shown by Brooks (1959) to be a change in oxidation-reduction 
potentials at which the cell normally develops, to a negative value. 

The experiments of Child (1948) have definitely illustrated that a few 
puffs of tobacco smoke blown into a dish containing developing sea urchin 
eggs cause profound changes in the growth, resulting in the formation of 
exogastrula. This form is similar in shape to those larvae produced by 
lithium solutions and other reagents. Brooks has made an analysis of 
the effects produced by these reagents and showed that they all are similar 
in changing the redox potential to a more negative value. This decreases 
the energy production and they can be classified as reducing reagents. The 
inactivation of one of the enzyme systems on the redox scale, necessary for 
normal metabolism is responsible for the change in potential. This effect 
takes place at different regions of the scale depending upon the reagent 
used. However. the final result is the same in all cases because the redox 
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potential is the limiting factor in energy production which is needed for 
differentiation during growth of the cell. As a result, the cell cannot func- 
tion at the lower energy level and remains immature or disintegrates. For 
this reason reagents can be classified as reducing reagents. Since 
tobacco smoke also produces the same result, it can therefore be placed in 
the same classification as a reducing reagent. 

If one follows the growth process of marine eggs to maturity certain 
definite changes can be studied and charted. These patterns of development 
follow certain changes when the eggs are developed in their normal environ- 
ment of sea water. For normal growth, sea water contains a certain per 
cent of alkali salts at definite concentrations in addition to various oxidizing 
and reducing agents always present in sea water. These elements produce 
a definite redox potential which is different in various oceans but within 
certain ranges (see Cooper 1937). As a result, the enzyme systems regu- 
lating oxidation reductions in living forms are able to provide the requisite 
electron exchange and hydrogen transfer to which these species have been 
adapted. By these means the redox potential is exactly correct for regu- 
lating the energy level for normal growth and for the various changes in 
potential during development, including the changes in internal relation 
of oxidants to reductants. Each step is dependent upon the preceding step 
in growth and differentiation as a result of various biochemical combina- 
tions necessary for the formation of different structures, so that at no one 
time is every cell in the same status quo as it was. 

If a cell is subjected to a solution which contains abnormal reagents and 
remains in this state for a sufficiently long enough time, the mechanism for 
normal development will have been destroyed. Replacing the damaged 
cell into a normal solution after a short exposure, may produce partial 
recovery. In most cases however, the abnormal state of growth will have 
irreversibly destroyed the sequence of events, so that the pattern towards 
maturity cannot be reinstated, and the cell can only produce the effects of 
a lower energy level. 

An illustration of a change in potential is given. Eggs of certain marine 
animals in the unfertilized state have a negative redox potential. In this 
state KCN is not injurious (see Brooks 1946). This is also shown by the 
low rate of oxygen consumption which they produce. Upon fertilization 
the redox potential becomes more positive and the rate of respiration 
rises. 

As the organism grows the potential becomes more positive in certain 
regions. This has been demonstrated by Child (1948) who showed a defi- 
nite change at the period of formation of the mesenchyme cells in the blas- 
tula stage. These cells form certain structures such as spines and during 
this period the gut invaginates to form the gastrula. However when the 
larvae were placed in solutions containing reducing reagents, the region 
showed a negative redox potential, the mesenchyme cells did not develop 
or if already formed disappear. As a result the gut grows outwards to 
form the exogastrula, as has been demonstrated in many cases and further 
growth ceases. This is the result produced by tobacco smoke. 
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Respiration and glycolysis 


There are two methods by which cells obtain energy for growth. One 
is through respiration and the other through fermentation or glycolysis. 
Respiration produces the highest rate of oxygen consumption, the highest 
energy level and takes place at the positive redox potential. The end pro- 
duct of respiration is the formation of water, and CO.,. 

The other method of energy production is by glycolysis which produces 
a lower energy level, takes place in the absence of oxygen or at a reduced 
oxygen pressure and at a negative redox potential. The end production is 
lactic acid, and therefore incomplete oxidation. 

Normal cells grow mainly through higher oxidation states and higher 
energy levels, Tumour cells and cancer cells grow mainly through glycoly- 
sis as shown by Warburg (1923). He states that cancer cells have a 
high rate of glycolysis and a reduced respiration; that the difference be- 
tween normal cells and carcinoma is that the respiration is injured in the 
latter case without injuring the glycolysis. When therefore cells are placed 
in contact with reagents that lower the potential as elsewhere described, 
the second condition results in incomplete oxidation and a lower energy 
level. As respiration decreases in rate, glycolysis takes its place and lactic 
acid accumulates instead of the end product of respiration. 

Warburg has also shown that when embryos are brought for a time 
into an atmosphere of nitrogen and then returned to oxygen, the respira- 
tion is injured but not the glycolysis. These experiments can be interpre- 
ted to show again that the redox potential of tumour cells has been changed 
to a negative value. Glycolysis would therefore not be affected since 
lack of oxygen produces a negative potential, so that those enzyme systems 
responsible for the activation of oxygen are not functioning. Under these 
conditions it can be readily seen that a slowing of the process of meta- 
bolism means a reduced energy level whereby the advanced states of deve- 
lopment are stopped and the cell remains in its immature form. 

It is also significant that carcinoma cells produce a much greaier ratio 
of lactic acid from glucose than do certain controls as shown by War- 
burg, Wind and Neigelein (1927). Since glucose is a reducing reagent 
it would be quite in line with the theory that the negative redox potential 
produced by a reducing reagent is the state best adapted for carcinoma 
growth. This would explain why these abnormal cells can only grow at 
reduced energy levels. These changed energy levels may be caused by a 
variety of different unrelated agents as in the case of the production of 
exogastrula in sea urchin eggs. Included among these one can mention 
viruses, bacteria which are pathogenic, injury of various kinds, contami- 
nated atmospheres, unbalanced food intake and tobacco smoke. Any 
reagent which changes the redox potential to a negative potential will act 
as reducing reagent. 

The key to normal metabolism therefore is a maintenance of a correct 
redox potential which reflects all along the redox chain so that each separate 
biochemical process is in its exact relation to the next step of development, 
with the energy levels required functioning. 
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This fundamental law can be applied to aerobic cells in general and 
illustrates why embryonic undifferentiated cells grow in place of normal 
forms. The change to a negative redox potential by reducing reagents 
changes the higher oxidation rates to lower values. 

Since tobacco smoke gives similar results in certain living cells as those 
caused by reducing reagents, one can also place tobacco smoke in the cate- 
gory of a reducing reagent in its reaction to living aerobic cells. 

lt is of interest to refer back to a paper by Brooks (1934) in which 
methylene blue, an oxidation-reduction indicctor was used to cause regres- 
sions of tumors in rats and mice. It was stated there that “through cata- 
lytic action of the dye, oxygen consumption is increased, glycolysis dis- 
couraged and normal growth produced.” Methylene blue poises the redox 
potential at the neutral region of the redox scale. 

The experiments on the simpler forms of animal life discussed in these 
pages, corroborate and clarify the results obtained in the earlier publication. 


Conclusion 


The effect of tobacco smoke is explained as being due to its ability of 
lowering the oxidation reduction potential of cells to a more negative value. 
This lowers the energy level so that the enzyme systems can produce only 
incomplete oxidations thereby causing the cells to remain in an embryonic. 
immature state. Tobacco smoke can therefore be classified asa reducing 
reagent and included in the list of the various ones already discussed 
previously. 

The difference between normal cells and cancer cells is in the energy 
level produced by metabolism. Cancer cells are the result of an alteration 
in their structure and substance whereby they cannot synthesize the bio- 
chemicals necessary for further growth and can only produce those struc- 
tures which are formed at lower energy levels. When the redox potential 
is thereby made negative. the rate of respiration decreases. As a result of 
this decrease the enzymes which activate the substrates in the respiratory 
chain by electron exchange to the final stage of oxygen activation cannot 
function. As a result the level of energy production falls. incomplete 
oxidation occurs through glycolysis, and lactic acid instead of CO, and 
water is formed. The metabolism of cancer cells is known to be mainly 
through incomplete oxidations. 

Tobacco smoke by producing a negative redox potential prevents nor- 
mal energy levels and causes abnormal forms. This fundamental law of 
iaintaining correct energy levels through correct redox potentials is appli- 
cable to all living aerobic cells. 


References 


Brooks, M. M., 1934: The effects of methylene blue and other oxidation-reduc- 
tion indicators on experimental tumors. Univ. Calif. Publ. Zoology, 39, 293— 
302. 


— 1946: The mechanism of fertilization of eggs. Growth 10, 391—410. 





Negative Oxidation-Reduction Potentials 631 


Brooks, M. M., 1959: Oxidation-reduction potentials as the limiting factor for exo- 
gastrulation in sea urchins. Protoplasma 51, 131—153. 

Child, C. M., 1948: Exogastrulation by sodium azide and other inhibiting condi- 
tions in Strongylocentrotus purpuratus. J. Exper. Zool. 107, No. 1, 1—38. 

Warburg, O., 1923: Versuche an iiberlebendem Carcinomgewebe. Biochem. Z. 
142, 317—333. 

— 1927: Uber den heutigen Stand des Carcinomproblems. Die Naturwissenschaft 
15, 1—10. 

— QO. F. Wind, and E. Neigelein, 1927: The metabolism of tumors in the 
body. J. Gen. Physiol. (Am.) 8, 5149—530. 





EinschluB8k6rper in viruskranken Hesperis-Zellen' 


Von 
Liselotte Reiter und Friedl Weber 


Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitat Graz. 
Mit 8 Textabbildungen 


(Eingegangen am 22. Juni 1959) 


Im Botanischen Garten der Universitat Graz wiichst in zahlreichen Exem- 
plaren Hesperis candida. In diesem Jahre traten an iiber der Halfte der 
Pflanzen Symptome einer Mosaikkrankheit auf. Es handelt sich um eine 
systemische Erkrankung, die, von der Basis zur Spitze fortschreitend, alle 
Laubblatter ergrcift, vor der Bliitenregion zuniichst allerdings, soweit dies 
aiuRerlich erkennbar ist, anscheinend haltmacht. An den Blattern treten 
friihzeitig gelbe bis weifliche Flecken auf, die zuerst klein sind, dann 
groBer und zahlreicher werden und sdchlicBlich umfangreiche verfarbte 
Areale bilden, die manchmal auch nekrotisch werden und verdorren (Abb. 1). 

In den bekannten Handbiichern der pflanzlichen Viruskrankheiten 
(Kohler und Klinkowski 1954, Smith 1957, Klinkowski 1958) 
finden sich keine Angaben iiber eine Virose dieser Spezies; dies sowie vor 
allem das Auftreten von Einschlu&kérpern verschiedener Art in den Zellen 
der kranken Pflanzen rechifertigt eine kurze Notiz dariiber. Wenn die 
Krankheitssymptome besonders stark ausgepragt sind, so beschranken sie 
sich nicht auf das Fleckigwerden der Blatter, es treten an ihnen auch 
Deformationen auf und sie zeigen buckelig-blasige Auftreibungen, es kann 
auch zu einer mehr oder weniger starken Wachstumshemmung, Verzwer- 
gung der ganzen Pflanze kommen; iiber Symptome an den Bliiten und 
Friichten folgen weiter unten einige Angaben. 

Werden Streifen vom Rande kranker Blatter abgetrennt. so fallen in 
den meisten dort gehauften Haaren — ohne daf Schnitte hergestellt zu 
werden brauchen — bei mikroskopischer Betrachtung protoplasmatische 
X-K6rper auf (Abb. 2a und b). In jungen Blattern sind die X-bodies klei- 
ner als die mit einem voluminésen Nucleolus ausgestatteten Kerne, in alteren 
Blattern sind sie gréRer als die Nuclei; von diesen cytoplasmatischen Ein- 
schluBk6rpern ist in jeder Haarzelle in der Regel einer vorhanden, selten 


1 Herrn Professor Dr. Adolf Sperlich zum 80, Geburtstag. 
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a 


Abb. 1. Hesperis candida, viruskrank: a oberer Teil der Pflanze vor der Bliite. 
b einzelnes mosaikkrankes Blatt. 


Abb. 2 a. Hesperis candida. X-body in einem Trichom. rechts der Nucleus. Im X-K6r- 
per kleine Kristalle sichtbar, von denen einer (unten) z. T. herausragt. 


Abb. 2 b. Hesperis candida. Typisch kugeliger X-body, 
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sind es zwei. Die X-Korper liegen in den Trichomen fast immer im Kontakt 
mit dem Zellkern und beide meist im verbreiterten basalen Teil der Haar- 


Abb. 3. Hesperis candida. GroBe X-bodies in Epidermiszellen der Blattmittelrippe. 
a im X-K6rper kleine Eiweifkristalle unscharf sichtbar; b neben dem X-Kérper ein 
relativ groBer Kristall. 


zelle. Die X-KGrper lassen sich in den einzelligen, einspitzigen oder ge- 
gabelten Trichomen leicht beobachten, besonders in denjenigen, die nicht 
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zu stark verdickte Membranen haben. Es finden sich jedoch auch in den 
gewohnlichen Epidermiszellen sowie in den relativ sparlichen mehrzelligen 
Driisenhaaren Einschlu&kérper. jedoch nicht in den Stomazellen. Besonders 


gro8 kénnen die X-Kérper 
in den Epidermiszellen der 
Blatimitielrippe werden. 
wie man an Flichenschnit- 
ten sehen kann, wenn die 
Zellen bei der Praiparation 
intakt bleiben (Abb. 3b u. 
4). In dem subepidermalen 
Chlorenchym sind eben- 
falls X-Kérper vorhanden 
und zwar sind die cyto- 
plasmatischen Einschluf- 
kérper dort meist intensiv 
griin gefarbt, weil sie den 
groRten Teil der Chloro- 
plasten mit sich genommen 
und eingeschlossen haben. 

Die X-Kérper erfahren 


ia 


Abb. 4. Hesperis candida. Stengelepidermis. In 
jeder Zelle ein X-Kérper. durch Behandlung mit 
Jodjodkali-Lésung dunkelbraun gefarbt, die 


zum Teil sichtbaren Zellkerne nur bla@braun. 


im Verlaufe ihres Alterns Veranderungen. Zuerst sind sie grau-triibe. von 
feinen Granulis erfiillt; sie scheinen eine eigene Hautschichte zu besitzen. 
denn wenn sie bei Verletzung von Haaren in die Untersuchungsfliissigkeit 


Abb. 5. Hesperis candida. 
Stengelepidermiszelle. Im 


Teil 
Cytoplasma 
Eiweifkristalle in verschiedener Stellung. 


(Wasser) austreten, so halten sie 
sich darin lange unverindert. Die 
Literatur iiber die Frage, ob die 
X-bodies von einer ..external mem- 
brane“ umgeben sind, hat Smith 
1958 zusammengestellit. Wenn die 
cytoplasmatischen Einschlufkér- 
per alter werden, so treten in 
ihnen Eiweifkristallchen verschie- 
dener Gréfe auf, entweder sehr 
kleine in grofer Zahl und unge- 
ordnet wirrer. Lagerung: der 
X-K6rper gibt dann in seiner 
Giinze die Millonsche Reaktion. 
Oder aber es werden einzelne Kri- 
staile gréfer und lassen dann deut- 
lich eine Plattchengestalt erken- 
nen. (Abb. 5) Schlieflich kann es 
auch vorkommen, daf von dem 


einer 


X-K6rper nichts mehr iibrigbleibt als ein einziger relativ grofer Kristall, 
der sich in Jod- Jod-Kali-Lésung intensiv braun farbt. Noch seltener findet 
man Eiweifkristalle, die neben dem X-body liegen, sie sind entweder auRer- 
halb desselben entstanden oder aus ihm ausgestofen worden. Die polari- 
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sationsoptische Untersuchung der Proteinkristalle sté8t im Trichom auf 
Schwierigkeit, weil die stark verdickte Zellmembran im polarisierten Licht 
zu sehr aufleuchtet. Dagegen gelingt der Nachweis der Doppelbrechung bei 
Eiweifkristallen, die sich in den Epidermiszellen des Stengels finden, 

Nicht immer bilden sich in den protoplasmatischen Einschlu&kérpern 
Viruskristalle, die X-Kérper kénnen mit der Zeit auch verschwinden, ohne 
da sie sich in kristalline EinschluRkérper umwandeln. 

In der Wurzel der viruskranken Hesperis-Pflanzen wurde vergeblich 
nach Einschlufkoérpern gesucht. Dagegen treten in den Oberhautzellen der 
Fruchtwand mit grofer Regelmafigkeit cytoplasmatische EinschluRkérper 
auf: sie kénnen auffallend grof werden und sind haufig nicht kugelig, son- 


Abb. 6. Hesperis matronalis. Links Bliite einer gesunden Pflanze. Rechts Hesperis 
matronalis. Bliite einer kranken Pflanze. 


dern amoeboid gelappt. Die Kristalle, die sich in ihnen bilden, sind klein, 
aber sehr zahlreich. Solche Einschlufk6rper sind in der Fruchtwand aller- 
dings nur dann enthalten, wenn die Friichte auch aduferlich Krankheits- 
zeichen erkennen lassen: die Schoten sind dann in der Entwicklung gehemmt, 
deformiert, verkriimmt, ja sie kénnen vorzeitig absterben und eintrocknen: 
dies geschieht bei anscheinend starkem Virusbefall der Pflanzen. 

Die von der Mosaikkrankheit nicht befallenen Pflanzen weisen weder 
in den Trichomen noch in irgendwelchen anderen Zellen von Blatt, Stengel 
und Frucht Einschlufkérper cytoplasmatischer oder kristalliner Art auf. 

Die Mosaikkrankheit der Hesperis candida-Pflanzen wurde im Botani- 
schen Garten in diesem Friihjahr zum erstenmal beobachtet. Woher die 
Infektion kam, ist nicht bekannt. Blattlause wurden an den Pflanzen nicht 
gesehen, an folgende Infektionsquelle ist zu denken: In einer Entfernung 
von ungefahr sechs Metern von den Hesperis steht im Botanischen Garten 
eine Gruppe von Scrophularia vernalis-Stécken, an denen seit drei Jahren 
das Auftreten einer Mosaikkrankheit beobachtet wird, die mit jedem Jahr 
sich starker auspragt und die gleichen duferlich sichtbaren Symptome er- 
gibt, wie sie heuer zum erstenmal an den Hesperis-Pflanzen aufgetreten 
sind. Einschlu&k6érper protoplasmatischer oder kristalliner Art waren aller- 
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dings in den Haar- oder sonstigen Zellen der kranken Scrophularien nicht 
zu finden. Immerhin ist die Méglichkeit gegeben, da die Scrophularia die 
Virusquelle ist, von der aus die Hesperis-Pflanzen in diesem Jahre infiziert 
worden sind. In weiterer Entfernung, am anderen Ende des Botanischen 
Gartens, wachsende Hesperis sind jedenfalls vollkommen gesund geblieben. 
Welches Virus die Mosaikkrankheit der Hesperis candida verursacht hat, 
laRt sich derzeit nicht sagen. Hesperis matronalis ist als Wirtspflanze ver- 
schiedener Viren bekannt. Da H. candida der H. matronalis sehr nahe steht, 
ja vielfach nur als Subspecies oder als Varietat der letzteren aufgefaRt wird. 
ist es wahrscheinlich, da 
auch H. candida von al- 
len diesen Viren befallen 
werden kann. Welches 
davon fiir die hier be- 
schriebene Krankheit der 
Hesperis candida in Be- 
tracht kommt, dariiber 
kénnen allerdings nur 
Infektionsversuche ent- 
scheiden. Keimlingsin- 
fektion von H. candida 
durch FEinreiben mit 
Preftsaft aus mosaikkran- 
ken Pflanzen ist leicht 
gelungen. 
In der Nahe der Hes- 
peris candida stehen im 
Grazer Botanischen Gar- 
ten auch einige Exem- 
plare von H. matronalis, Abb. 7. Hesperis matronalis. Violett-wei®-gefleckte 
die ebenfalls mosaik- Bliite einer mosaikkranken Pflanze. 
krank wurden Aufer- 
dem sind Pflanzen vorhanden, die offenbar Bastarde zwischen Hesperis 
candida und H. matronalis sind. Wahrend man an den weifen Bliiten 
von H. candida keine auffallenden Krankheitssymptome bemerken 
kann, auch wenn die Laubblatter bis zur Bliitenregion hinauf mosaik- 
gefleckt sind, so zeigen viruskranke H. matronalis auch an den Bliiten 
leicht bemerkbare Krankheitszeichen. Die Bliiten sind erstens hiaufig 
wesentlich kleiner als die der nicht infizierten Pflanzen und zweitens zei- 
gen die normalerweise einheitlich violett gefarbten Bliitenblatter weibe 
Streifen oder Sektoren (Abb. 6 und 7). Das letztere Symptom ahnelt sehr 
dem der Bliitenblatter an ,,Buntstreifigkeit* erkrankter Levkojen. Es ist 
daher wahrscheinlich, da es sich um den gleichen Viruserreger (Matthiola- 
Virus 1) handelt. Die Panaschierung (Marmorierung) der Laubblatter ist 
bei Hesperis matronalis schwacher ausgepragt, die X-bodies in den Tricho- 
men koénnen sehr gro werden und liegen haufig nicht im basalen Teil des 
Haares, sondern mehr in seiner Mitte. An der Nordwestseite des Grazer 
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Schlokberges wichst Hesperis matronalis in groBer Zahl und breitet sich 
dort immer mehr aus. Es wurden viele Proben dieser Pflanze untersucht, 
keine zeigte Zeichen einer Mosaikkrankheit und keine enthielt in irgend- 
welchen Zellen Einschlu@kérper. Herrn Professor Widder verdanke ich 
von ihrem natiirlichen Standort am Réthelstein bei Mixnitz frisch einge- 
brachte Pflanzen von Hesperis candida, auch diese waren makroskopisch 
und mikroskopisch frei von Symptomen der beschriebenen Virose. 

Es sei schlieflich auf eine anatomische Veranderung hingewiesen, die sich 
manchmal im Stengel der viruskranken Hesperis cinstellt: Das Holzparen- 
chym stirbt ab, und das ganze Xylem mancher oder aller GefaBbiindel 
braunt sich. Es ist dies eine Xylem-Nekrose, ahnlich wie sie Esau (1948) 
fiir Vitis vinifera beschrieben hat, die an der von cinem Virus hervorgeru- 
fenen .,Pearce’s disease“ erkrankt ist. Auf die pathologische Anatomie der 
Hesperis-Gefafbiindel soll in einer eigenen Mitteilung naher eingegangen 
werden. 


Zusammenfassung 


An einer Anzahl von Hesperis candida und Hesperis matronalis-Pflan- 
zen zeigten sich im Botanischen Garten im Friihjahr 1959 Symptome einer 
Mosaikkrankheit. In den Trichomen der Blatter, in der Epidermis der 
Blattmittelrippe, in der Oberhaut des Stengels sowie in der Epidermis der 
Fruchtwand traten oft auffallend grofe protoplasmatische X-Koérper auf. 
in denen sich Viruseiweifbkristalle verschiedener GréBe und Form bildeten. 
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Anmerkung bei der Korrektur: Nachtraglich wurde uns folgende Arbeit be- 
kannt: Miliéié. Panjan, Bilanovié und Katié, 1958: Viruskrankheiten 
von Alliaria officinalis. Acta botanica croatica 17. Die Autoren berichten darin 
iiber gegliickte Ubertragung des .,Alliaria-Virus* auf Hesperis matronalis und 
H. dinarica, Die makroskopischen und mikreskopischen Krankheitssymptome, die 
auf diesen Pflanzen dabei auftreten. entsprechen vollkommen den von uns hier 
beschriebenen. 
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International Journal of Radiation Biology. Ed. W. M. Dale. Taylor & 
Francis Ltd. London. 


Im Janner 1959 erschien das erste Heft einer neuen Zeitschrift fiir Radio- 
biologie und verwandte Studien aus Physik, Chemie und Medizin. Das von 
Jahr zu Jahr ansteigende Interesse an Untersuchungen biologischer Wir- 
kungen ionisierender | Strahlen fiihrt dazu, daf trotz Bestehens einer Reihe 
von “einschliigi igen Zeitschriften doch noch eine grofe Zahl dieser Arbeiten 
auf Publikationsorg zane verteilt sind, in denen sie von speziell mit Strah- 
lenwirkungen befaBten Forschern nicht gesucht werden. Die neue Zeitschrift, 
die Beitriige in englischer, franzisischer und deutscher Sprache bringt, will 
daher als ein weiteres Sammelorgan fiir diese Arbeiten dienen. 

Das zum Referat vorliegende « erste Heft zeigt sowohl seinem Inhalt, wie 
der Zusammensetzung des Herausgeberkollegiums nach, daf die im Begleit- 
wort des Herausgebers skizzierten Ziele der Zeitschrift erreicht werden. Es 
ist geplant, nicht nur Originalarbeiten zu bringen, sondern auch wissen- 
schaftliche Ergebnisse strahlenbiologischer Tagungen. Das erste Heft ent- 
halt unter anderem interessante Arbeiten iiber Strahlenschutzwirkungen 
biologischer Amine, iiber die Bestimmung der Deoxyribonukleinsaure im 
Diinndarm als Mafstab der Bestrahlungsschiden in Mausen und Ratten, 
iiber die Inaktivierung von SH-Enzymen durch Ronigenstrahlen, sowie 
einen Bericht iiber die europadische Konferenz iiber den Gebrauch ionisie- 
render Strahlen fiir die Lebensmittelkonservierung in Harwell (November 
1958). Den englisch geschriebenen Originalarbeiten sind franzésische und 
deutsche Zusammenfassungen angeschlossen. 

Man kann der Weiterentwicklung dieser, auch drucktechnisch schén aus- 
gestatteten Zeitschrift nur die beste Prognose stellen. Bedauerlich ist, da 
die Literaturangaben nur in Kurzform, ohne Anfiihrung der Titel gegeben 
werden. Nach Ansicht des Ref. bedeutet diese. heute leider von sehr vielen 
Zeitschriften gepflegte Form eine wesentliche Verminderung der Verwend- 
barkeit der Literaturhinweise. 


R. Bie bl (Wien). 


Zytologija. Herausgegeben von der Akademie der Wissenschafien der 
UdSSR, Moskau-Leningrad. Tom. 1. H. 1—3. 8°. Moskau-Leningrad. 
Heftpreis 12 Rubel. 


Die Akademie der Wissenschaften der UdSSR legt die ersten drei Hefie 
einer neuen, sechsmal jahrlich erscheinenden Zeitschrift Ly tologija~ vor. 
Als Herausgeber zeichnet ein Redaktionskomitee mit A. S. Troshin als 
Hauptherausgeber und V. J. Alexandroy, B. L. Astaurovy, A. N. 
Belozersky. V.P. Mikhailov.M.S. Navashin, M.A. Peshkov. 
G. I. Poliansky und P. G. Svetlov. Die drei Hefte enthalten auf 
351 Seiten 39 Originalabhandlungen aus den verschiedensten Zweigen der 
Zytologie. Unter Verzicht auf Nennung der Autoren seien hervorgehoben: 
Arbeiten iiber die Zytologie und Physiologie der Nerven (protoplasmatische 
Anderungen bei Reizung. elektronenmikroskopische Studien. Ribonuklein- 
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siurestoffwechsel, Novocainwirkungen) sowie der Muskel (Salzwirkungen 
und Sorptionseigenschaften), iiber die Zytologie und Histologie wahrend 
der Individualentwicklung, iiber die Ribonukleoproteide der Chondrio- 
somen und des Ergastoplasmas; ferner finden sich Untersuchungen iiber 
die Granulabildung unter Einwirkung von Neutralrot, iiber die Resistenz 
von Muskeleiweif, den Einfluf des Lichtes auf die Permeabilitét von 
Muskelgewebe, die Periodizitaét der Kernteilungen und iiber Chromosomen- 
vermehrung (Crepis).Eine Reihe von Arbeiten beschaftigt sich mit Einwir- 
kungen kurzwelliger und korpuskularer Strahlung auf Paramaecien, iiber 
den Einflu8 des Cysteins auf die Strahlenwirkungen, die Proteinsynthese 
und den ADP-Haushalt, auf die Entwicklung und ihre Reversibilitat, auf 
die Zellteilung und auf pflanzliche Meristeme. An methodischen Beitragen 
findet sich eine Arbeit iiber die Histospektrophotometrie der Cholinesterase. 
Sammelreferate behandeln die Geschichte der Entdeckung der Karyokinese, 
lonenwirkungen auf Nerven sowie Berichte von zytologischen Symposien 
in Kiew und Riga 1958. 

Das Programm der neuen Zeitschrift deckt sich ungefahr mit dem 
Arbeitsgebiet von ,,Protoplasma“, reicht aber dariiber hinaus. Wie in der 
Vorrede zum 1. Heft auseinandergesetzt wird, soll .Zytologija* Abhandlun- 
gen aus dem Gesamtgebiet der Zytologie bringen, insbesondere die mikro- 
skopische und submikroskopische Morphologie der Zelle. Zellphysiologie, 
Biochemie der Zellen, Zytogenetik, Strahlenproblem, die Zytologie der Ein- 
zeller, Zytékologie inklusive Anwendung zytologischer Ergebnisse auf 
Medizin und Landwirtschaft. Der Inhalt soll sich in folgende Abschnitte 
gliedern: Originalarbeiten, Sammelreferate, kurze Mitteilungen, Diskussio- 
nen, Untersuchungsmethoden, Geschichte der Zytologie, Kritik und Biblio- 
graphie, Chronik. Es besteht also eine gewisse Ahnlichkeit mit dieser Zeit- 
schrift; handelt es sich also um ein gleichsam russisches ,,Protoplasma“? 
Das Studium der programmatischen Vorrede zu .,Zytologija* zeigt aber 
doch gewisse Unterschiede auf. Wahrend .,Protoplasma“ als internationale 
Zeitschrift den Wissenschaftern der ganzen Welt offensteht, soll .Zyto- 
logija* das Organ (wortlich .,Tribunal“) der sowjetischen Zytologen werden 
und zur Koordinierung der zytologischen Forschung in der UdSSR dienen; 
sie soll mithelfen, den eingestandenen .,Riickstand der heimischen Zytologie 
in einigen Sparten* aufzuholen und den Anschlu® an das internationale 
Niveau auf breiter Front herzustellen. 

Dieses weitgespannte Programm setzt natiirlich voraus, daf die Ergeb- 
nisse der russischen Zytologen auch der iibrigen Welt bekannt werden; dak 
das Journal hier zur Besprechung vorgelegt wurde, laBt dieses Bestreben 
erkennen. Andererseits kann die Zytologie keinesfalls an den Arbeiten der 
auRerordentlich riihrigen russischen Schulen vorbeigehen (es wurden in der 
UdSSR mehrere einschlagige Institute neu gegriindet, die Errichtung 
weiterer wird angekiindigt bzw. als dringend notwendig bezeichnet). Hiezu 
erscheint nun die neugegriindete Zeitschrift das berufene Publikations- 
Organ. Allerdings empfindet man es als hinderlich, daf ..Zytologija* aus- 
schlieBlich in russischer Sprache abgefaft ist und auch keine anders- 
sprachigen Zusammenfassungen enthalt, wie sie sich jetzt vielfach ein- 
biirgern (nur das Inhalisverzeichnis findet sich auf der 3. Umsdilagseite in 
englischer Ubersetzung). Trotz Herausgabe des neuen Journals wird daher 
die iiberwiegende Zahl der Zytologen auferhalb des slawischen Sprachge- 
bietes leider nach wie vor auf Referate. also auf Informationen sozusagen 
aus zweiter Hand. angewiesen sein. O. Hirtel (Graz). 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51. Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitit Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII. Kandlg. 19-21. 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Nakazawa, S.: Morphogenesis of Fern Protonema. Il. Modification of the 
Apical Differentiation in Dryopteris Affected by IAA 


Tiichy, Elisabeth: Plasmalemma und Aluminiumsalzwirkung 
Héfler, K.: Uber die Permeabilitat der Diatomee Caloneis obtusa 


Schmidt, W. A. K.: Uber den Gaswechsel von Normal- und crowngall- 
Tumorgewebe von Datura innozia Mill. in vitro 


Enéckl, F.: Uranin-Fluorochromierung von Alliwm-Zellen nach Vorbehand- 
lung mit Ammonkarbonat 


Bancher, E., und J. Hélzl: Mikrophotometrische Untersuchungen zur Neu- 
tralrotspeicherung in den Vakuolen der Innenepidermis von Allium cepa 


Arens, K.: Ein Polaritétsmechanismus der Zelle. (Vorliufige Mitteilung) 
Kramer, G.: Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gatiungen 
Freytag, K.: Die Doppelbrechung des Schleimes von Tilia ulmifolia Scop. 
Nakazawa, S.: Nature of the Protoplasmic Polarity 


Wohlfarth-Bottermann, K. E.: Protistenstudien X. Licht- und elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen an der Amébe Hyalodi. J 





Linke, W.: Warmebewegungen beim KoazervationsprozeB 


Hatano, S., und I. Takeuchi: ATP Content in Myxomycete Plasmodium 
and its Levels in Relation to Some External Conditions 


Hdfler, K.: Permeability of Protoplasm 


Stadelmann, E.: Results of Improved Application of the Plasmometric 
Method for Permeability Research 


Levitt, J.: In Defense of the Plasma Membrane Theory of Cell Permeability 


Umrath, K.: Durch Elektrolytverschiebungen im Zellinneren ausgeléste Ver- 
anderungen der elektrischen Spannung am Plasmalemma von Nitella 


Weixl-Hoffmann, Hertha: Uber bemerkenswerte Entwicklungsformen bei 
Candida albicans und ihre Farbbarkeit mit Nilblau 


Parker, J.: Seasonal Changes in the Physical Nature of the Bark Phloem 
Parenchyma Cells of Pinus strobus 


Strugger, S., und L. Kriger: Untersuchungen iiber die Struktur der Pla- 
stiden etiolierter Pflanzen 


Neufahrt, A.: Untersuchungen iiber die Wirkungen von UV- und Réntgen- 
strahlen auf die Mitose des Eies von Parascaris equorum (Goeze) mit 
Hilfe des Zeitrafferfilms 


Bancher E., J. Hélzl und J. Klima: Licht- und elektronenmikroskopische 
Beobachtungen an der Kutikula der Zwiebelschuppe von Allium cepa 


Url, W.: Rosettensystrophe in Thioharnstoff-Zucker-Mischlésungen 


Pitschmann, H., und F. Scheminzky: Uber die Entstehung von Traube- 
schen Ferroferricyanzellen bei der Berlinerblau-Mikroreaktion auf Eisen 


Sauer, H.: Uber die Einwirkung von kurzwelligem Licht auf die basischen 
Vitalfarbstoffe Neutralrot, Pyronin und Janusgriin B 
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— Neubauer, H. F. Ober das Staminodium von Kigelia aethiopica Dzonz. — Neu- 
bauer, H. F. Uber die Blattbiischel von Crescentia cujete L. — Neubauer, H. F. Beob- 
achtungen an Blattern von Citrus maxima Merr. — Neubauer, H. F. Zur Entwicklung 
des Blattes von Bidens pilosa. — Bancher E. und J. Hélzl. Beobachtungen zur Farbung 
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Archiv fiir die gesamte Virusforschung 


Herausgegeben von S. Gard, Stockholm, C. Hallauer, Bern, K. F. Meyer, San Francisco, 
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Inhaltsverzeichnis: Lycke, E., Ebba Lund, and A. Hultgardh. The Sensitivity of Suck- 
ling Mice and Tissue Cultures for Isolation of Coxsacki B Viruses. — Zeipel, G. v., 
A. Svedmyr, and B. Zetterberg. The Geographical Distribution in Sweden of Viruses 
Belonging to the Russian Spring-Summer Louping Ill Group. — Zeipel, G. v., Isolation 
of Viruses of the Russian Spring-Summer Encephalitis-Louping Til Group from Swedish 
Ticks and from a Human Case of Mening — Haas, R., R. Thomssen, 
V. Dostal, und E. Ruschmann. Untersuchungen ‘zam Mechanismus der Formaldehydin- 
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Normal-Serum gegeniiber Influenza-Viren. — Wesslén, T., P.-A. Albertsson, and 
L. Philipson. Concentration of Animal Viruses Using Two-Phase Systems of Aqueous 
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